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Résumé 
La problématique du vieillissement est complexe et fait l'objet de recherches très actives. Les 
études récentes tentent de mettre en évidence les changements d'expression génique associés 
au vieillissement cellulaire, et ce en utilisant différentes techniques comme le Northern Blot 
ou l'hybridation soustractive. 
Nous avons dans ce travail étudié l'expression de l'ARNm de gènes découverts comme étant 
associés à la sénescence réplicative par la technique des damiers à ADN sur lesquels nous 
hybriderons les ADNc rétrotranscrits à partir de populations d'ARNm issues de ce11ules jeunes 
ou âgées. Nous avons choisi cette technique car elle possède la capacité de détecter très vite, 
en une seule expérience, une grande quantité de gènes différents dans un échantillon d' acides 
nucléiques. 
Les premiers résultats montrent bien, avec quelques réserves cependant, que différents gènes, 
à savoir la GTP-a binding protein, SM22, l' ostéonectine et l' apolipoprotéine J sont 
surexprimés chez des fibroblastes WI-38 âgés par rapport à leurs homologues jeunes. 
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Chapitre I : Introduction 
111 
1. Introduction 
1 A.) Avant-propos 
De tout temps, le vieillissement a exercé sur les hommes un mélange de crainte et de 
respect : les sociétés patriarcales gouvernées par le plus vieil homme du village, le culte des 
ancêtres, le mythe de Matusalem, ... 
Le vieillissement peut être défini comme une altération progressive de l'organisme qui se 
traduit par une perte lente et continuelle de ses capacités. Cela est valable pour l'organisme pris 
dans sa globalité mais également pour un organe, un tissu, un type cellulaire donné. 
Les effets de l'âge sur les individus sont nombreux. Parmis ceux-ci: 
-Réduction de la taille. 
-Modifications de la corpulence. 
-Ralentissement du métabolisme. 
-Diminution du rythme cardiaque, épaississement de la paroi cardiaque et augmentation des 
risques d'accidents cardiaques. 
-Baisse du tonus musculaire et perte de masse musculaire entraînant un amaigrissement des 
membres supérieurs et inférieurs. 
-Défaillance de la mémoire en dehors de toute maladie. 
-Augmentation du risque de développement de diverses pathologies telles que les cancers, 
l'ostéoporose, la cécité, la maladie d'Alzheimer, certaines maladies cardio-vasculaires. 
-Diminution de l'acuité sensorielle de façon générale. 
-Efficacité réduite du système immunitaire : activité bactériolytique des PMN, activité 
cytolytique des Natural Killer en présence de cellules cancéreuses ... 
( The Baltimore Longitudinal Study of Aging, Shock, 1984) 
De manière régulière et principalement depuis le début du vingtième siècle, l'espérance de 
vie de l'homme ne cesse de croître. Cependant, cela est surtout dû aux différents progrès réalisés 




compréhension du processus du vieillissement. Par opposition, le taux de natalité dans nos pays 
occidentaux est en décroissance régulière. En conséquence, les populations de nos pays 
vieillissent. En 1990, dans les pays industrialisés, les personnes âgées de plus de 60 ans 
représentaient 17,7 % de la population. On estime que, en 2020, cette proportion sera de 23,04 % 
(Cunha-Vaz, 1998). D'ici quelques décennies, on peut donc penser qu'une proportion importante 
de la population sera constituée de personnes âgées. 
Il est donc crucial que le vieillissement des populations futures se passent le plus 
sainement possible sans les pathologies incapacitantes (maladie d 'Alzheimer, de Parkinson, 
dystrophie, .. . ) qui font du quatrième âge un âge de dépendance. En effet, il est à craindre que le 
poids social d' une population trop âgée et malade ne devienne très lourd. 
Avec la biologie, nous avons en main les connaissances nécessaires pour enfin comprendre 
cette partie de la vie et les relations complexes qui existent entre le vieillissement et le 
développement de maladies ou de handicaps. Comprendre, non pas pour annihiler le 
vieillissement et allonger la vie, mais plutôt pour qu'il se passe sainement. 
1 B.) lntrodnction 
Ces cinquante dernières années, de nombreuses études sur le vieillissement ont vu le jour 
un peu partout, notamment en Amérique avec Nathan Shock (1958) qui créa le National Institute 
of Aging à Baltimore. Le vieillissement est donc devenu un sujet de recherche majeur pour ceux 
qui s'intéressent à l'avenir. 
De nombreuses théories se sont succédées (plus de 300) (Medvedev, 1989), chacun 
croyant pouvoir expliquer les mécanismes du vieillissement à partir de ses propres découvertes 
(Goldstein, 1989). 
Après des modèles intégratifs mettant en exergue les organes entiers, très vite, les théories 
cellulaires ont pris le dessus. En effet, les tissus ou organes sont eux-mêmes composés de cellules 
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Figure I.1.) Graphique de Hay:flick (in Handbook of the Biology og Aging, 1977). Dans la 
phase I, la culture primaire se termine lorsqu'une première population de cellules atteint la 
confluence. La phase II correspond à une phase de croissance exponentielle. En fin de phase 
II, le rythme des divisions cellulaires ralentit progressivement. A ce moment, il peut y avoir 
transformation et les cellules acquièrent alors un potentiel prolifératif infini ( cell line ). 
Finalement, les cellules arrêtent de se diviser et entrent en sénescence. 
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comprenant mieux ce qui se passe à l'intérieur de l'unité fondamentale du vivant, la dynamique du 
vieillissement pourr_a alors être perçue. 
Dès lors, comment le vieillissement s'exprime-t-il à l'intérieur des cellules? 
Les prochains paragraphes donneront un aperçu de l'effet de l'âge sur les cellules. Nous 
nous focaliserons plus spécialement sur le fibroblaste, type cellulaire étudié durant ce présent 
travail. 
C.) Les biomarqueurs du vieillissement cellulaire 
C.1.) Sénescence réplicative 
La majorité des cellules eucaryotes normales ont un potentiel prolifératif limité (voir figure 
I. 1.). Celui-ci varie principalement selon le type cellulaire, l'âge du donneur ou l'espèce. Le 
graphique, présenté à la figure 1, montre qu' une population de cellules en culture évolue à travers 
différentes phases (Hayflick, 1961). La première, appelée phase de latence, débute dès la mise en 
culture de l' échantillon et correspond à l'adaptation des cellules à leur nouveau milieu. Elle se 
termine par l'obtention d'une première population de cellules. La longueur de cette phase 
augmente avec l'âge du donneur. Vient ensuite une période de croissance exponentielle se 
terminant par un ralentissement progressif du rythme des divisions cellulaires. A partir d'un 
certain moment, les cellules arrêtent définitivement de se diviser, tout en restant viables et 
métaboliquement actives. C'est ce processus que l'on appelle sénescence réplicative, ou limite de 
Hayflick. Les cellules sénescentes ne répondent plus aux facteurs de croissance (PDGF, FGF, 
.. . ). De plus, cet état est dominant, car lors d'une fusion entre une cellule proliférative et une 
cellule sénescente, l'hybride obtenu est, dans tous les cas, incapable de proliférer (Norwood et al., 
1974; Muggleton-Harris, 1976; Bunn, 1980; Muggleton-Harris, 1980 ; Pereira-Smith, 1983). 
Ceci est aussi observé lorsque des cellules tumorales sont fusionnées à des cellules sénescentes 
3 
Figure 1.2.) Fibroblastes WI-38 humains présentant les morphotypes mitotiques (1-2-
3) et post-mitotiques (4-5-6). Le morphotype 7 est la dégénerescence du 6. 
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(Pereira-Smith, 1983). Cela laisse donc supposer que la sénescence réplicative est le résultat de la 
présence dans ces cellules d'un ou plusieurs facteurs dominants qui les rendent réfractaires à la 
division cellulaire. Il ne s'agit pas d'un blocage total des voies de transduction du signal, car une 
majorité des facteurs de transcription restent activables. 
Diverses études du potentiel prolifératif in vivo ont montré que la sénescence réplicative 
n'est pas un artéfact de culture (Schneider, 1996). Ainsi, la présence de cellules sénescentes in 
vivo a été démontrée directement par détection in situ de l'activité B-galactosidase associée à la 
sénescence (voir le paragraphe C.3). On observe également que les cellules issues de donneurs âgés 
ont un potentiel prolifératif réduit par rapport à celles d'un individu jeune ou d'embryons. L'âge 
du donneur est donc inversément proportionnel au potentiel prolifératif de ses cellules, ce qui 
démontre indirectement que la notion de limite du potentiel prolifératif est également 
d'application in vivo. 
C.2.) Mor,phologie altérée 
La plus évidente modification qui accompagne le vieillissement des fibroblastes est 
l'altération progressive de leur morphologie (Bayreuther et al., 1988). De petite taille et élancé 
dans sa jeunesse, le fibroblaste termine sa vie proliférative avec un corps cellulaire arrondi et très 
volumineux. Entre ces deux extrêmes, diverses morphologies intermédiaires ont été décrites. Dans 
cette multiplicité de formes, sept morphotypes ont été déterminés. Il a été établi qu'au cours de 
leur vieillissement, les fibroblastes évoluaient à travers ces différents stades. Les trois premiers 
morphotypes sont dits mitotiques, correspondant donc à des cellules jeunes, tandis que les trois 
suivants sont dits post-mitotiques. Ils ne présentent aucune activité proliférative et sont donc 
caractéristiques des cellules sénescentes. Le morphotype VII, nécrotique, est la dégénérescence du 
VI (voir figure I-2). Les proportions relatives des différents morphotypes varient avec le nombre 
de passages en cultures et avec l'âge du donneur. Les morphotypes IV, V, VI sont plus abondants 
dans des biopsies de tissus âgés (Bayreuther et a/.1988). 
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Figure 1.3.) Espèces réactives dérivées de l'oxygène (ROS). 2 à 3 % des électrons transférés 
dans la chaîne de transport des membranes mitochondriales internes sont largués hors de ces 
membranes. Ces électrons réagissent alors avec de l'oxygène pour former ces radicaux 
toxiques. 
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Ces différents "jalons" du vieillissement représentent un outil puissant pour l'étude du 
vieillissement prématuré induit par des stress (Toussaint et al, 1998). 
C.3.) Activité 13-galactosidase associée à la sénescence 
Découverte en 1995, cette activité enzymatique est spécifique aux cellules sénescentes. On 
l'a rruse en évidence dans divers types cellulaires prolifératifs: fibroblastes, 
kératinocytes, ... (Dimri et al, 1995). Elle est absente des cellules jeunes et des cellules 
transformées. 
De plus, le pH optimum de cette 13-galactosidase est de pH 6,0 alors que les 13-galactosidases 
lysosomiales sont actives à pH 4,0. Sous certaines précautions expérimentales, cette activité 
enzymatique s'est révélée un excellent marqueur de la sénescence réplicative tant in vitro qu'in 
vivo. 
C.4.) Altérations du génome mitochondrial 
Les mitochondries sont des organites essentiels dans le métabolisme cellulaire : production 
d'énergie par la chaîne de transport des électrons. Les mitochondries sont d'ailleurs 
particulièrement abondantes dans les cellules à haute demande énergétique (hépatocytes, 
neurones, ... ) (Lodish, 1999). 
Mais cette fonction n'est pas sans inconvénient. Les mitochondries utilisent la majeure 
partie de l'oxygène consommé par la cellule et, ce faisant, elles génèrent des espèces réactives 
dérivées de l'oxygène (ROS: reactive oxygen species): on estime que 2 à 3 % de l'oxygène 
consommé par une cellule donnent lieu à des ROS (Chance et al., 1979). Ceux-ci (voir figure I.3.) 
vont réagir avec les constituants mitochondriaux et cellulaires : ADN, ARN, protéines, 
lipides, ... (Davies, 1987; Simic et al., 1989). Bien que la cellule dispose d'une batterie de systèmes 
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Figure 1.4.) Représentation schématique de la réplication de l' ADN. La réplication directe 
ne provoque pas de "gap". Par contre, pour la réplication du brin retardé, la dégradation des 
amorces d' ARN (fragments d'Okazaki) provoque un trou non répliqué à l'endroit de 
l'amorce terminale. Les rectangles noirs représentent les fragments d'Okazaki. Les lignes 





occasionne des dommages qui s'accumulent au cours du vieillissement de la cellule (Remacle et al., 
1992). 
Au cours du vieillissement cellulaire, on a montré que le génome mitochondrial accumule de 
nombreuses mutations ponctuelles et délétions (Lee et al., 1997). 
Les gènes ciblés par ces délétions codent pour certains enzymes de la chaîne de transport 
des électrons, cette dernière devient alors inactive. On perçoit, cependant, que ce n'est pas 
simplement la présence des délétions, mais plutôt leur fréquence dans toutes les mitochondries 
qui est un facteur important. En effet, si une seule mitochondrie est touchée, les autres pourront 
compenser ce manque. 
Ces délétions et mutations ont été mises en évidence in vivo (biopsies de peau, de muscle, 
de cœur, de rein) et, surtout, dans des cellules à haute demande énergétique (Pang et al., 1994; 
Yang et al., 1994). 
D'autres études ont montré que ces délétions apparaissaient également lors du 
vieillissement in vitro des fibroblastes, mais à une fréquence beaucoup plus faible (Dumont et al., 
soumis). 
C.5.) Raccourcissement télomérique 
Les télomères constituent les extrémités des chromosomes et sont composés de la 
juxtaposition d'un très grand nombre de courtes séquences répétées: (TTAGGG)n chez l'homme. 
La longueur de ces télomères est de 10-14 Kb chez les cellules jeunes. On a remarqué que leur 
longueur diminuait progressivement au cours du vieillissement à raison de 15 bp par année in vivo 
et de 50 bp par doublement de population in vitro (Campisi et al., 1996). 
Ce raccourcissement est dû à la dégradation de l'amorce d' ARN située en position 
terminale pour la réplication du brin retardé (voir figure I-4) (Levy et al., 1992). 
Selon la théorie acceptée, quand un ou plusieurs télomères arrivent à une longueur critique, 
la cellule devient sénescente (Campisi et al., 1996). Actuellement, on ne connaît pas le mécanisme 












,------....... ccCAACCCCAACCC CCCCAAC 
,__ _____ -C.GGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG 
Figure 1.5.) Mécanisme hypothétique de l'activité de la télomérase. Cette dernière possède une 
partie ARN complémentaire de la séquence consensus des télomères. Cet ARN est utilisé comme 
matrice pour répliquer, au cours de deux étapes répétées en boucle, la séquence télomérique 
perdue. 
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émettre l'hypothèse que ce raccourcissement télomérique serait perçu par la cellule comme un 
dommage à l' ADN et entraînerait dès lors l'activation d'inhibiteurs de la division cellulaire (Levy 
et al., 1992). 
Toujours est-il que certaines cellules échappent à cette restriction terminale en activant 
une télomérase, enzyme qui permet de reconstituer la fin des télomères selon un mécanisme 
hypothétique (voir figure I.5). Cette activité est présente dans les cellules cancéreuses et 
germinales, ce qui pourrait expliquer leur potentiel prolifératif infini (Kim et al., 1994). De même, 
des fibroblastes normaux transfectés par un vecteur d' expression contenant la sous-unité 
catalytique de la télomérase voient leur potentiel prolifératif augmenter de manière significative 
(Bodnar et al., 1998). 
C.6.) Changements dans le cycle cellulaire 
Les cellules sénescentes sont irréversiblement bloquées en phase G 1 du cycle 
cellulaire (Goldstein, 1990 ; Cristofalo, 1993) (pour le cycle cellulaire, voir la figure I.6.). 
On accepte, en général, quatre grandes causes potentielles de l'arrêt irréversible de la 
croissance cellulaire chez les cellules sénescentes : 
à) Répression des gènes de réponses précoces 
Les « early response genes » sont des facteurs de transcription régulant d' autres gènes, 
comme les cyclines, les Cdks, E2F (Lodish, 1999). Ces gènes constituent la première étape dans la 
progression du cycle cellulaire. Chez les cellules sénescentes, les gènes c-fos, id-1 et id-2 ne 
répondent plus aux mitogènes (Campisi, 1996). Quelles en sont les conséquences? 
c-fos doit s'associer à c-jun pour former AP-1 , facteur de transcription activé par des 
stress et des facteurs de croissance. Id-1 et -2 répriment des facteurs de transcription. 
Pour c-fos, le problème se situe au niveau de son promoteur, contenant un élément 












Figure 1.6.) Représentation du cycle cellulaire. La régulation et la progression de celui-ci est 
dépendante de différents complexes Cyc-Cdk. Le "restriction point" est le moment où l'entrée 
de la cellule en phase S est déterminée. 
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transcription. Mais dans les cellules vieilles, SRF est hyperphosphorylée, ne pouvant plus se 
fixer à sa séquence cible (Atadja et al.,1994). 
Pour Id-1 et -2, le mécanisme est encore méconnu. 
b.) Répression des gènes responsables de la progression du cycle vers la phase S 
L'induction de divers gènes est nécessaire pour la transition de la phase G 1 à la phase S, 
c'est le cas notamment de E2F, un facteur de transcription qui active entre autres des gènes 
responsables de la synthèse des nucléotides (Nevins, 1992). 
Or, les cellules sénescentes sont déficientes pour l'activité d'E2F (Dimri et al, 1994). D'une part, il 
reste inactif à cause de l'hypophosphorylation de pRB (protéine de rétinoblastome) et ces deux 
facteurs forment alors un complexe inactif. D'autre part, la synthèse d'E2F dépend de l'activité 
d'un autre facteur de transcription, E2Fl, et ce dernier est déficient dans les cellules âgées (Dimri 
et al, 1994). 
cJ Répression de cyclines et Cdk's 
Les cyclines et Cdk's sont des enzymes qui régulent les différentes phases du cycle 
cellulaire (figure I.6.). Dans les cellules sénescentes, on observe soit des sous-expressions (Cdk2, 
Cdc2), soit des disparitions d'activité (Cyc-E, Cyc-D). Une des conséquences de la répression 
d'E2Fl est l'absence de Cyc-A et Cdc2, qui sont nécessaires à la phase G2. 
d) Surexpression de p21 
La protéine p21 inhibe l'activité de certains complexes Cyc-Cdk. Sa transcription est 
activée par p53 (El-Deiry et al., 1993). Sa surexpression cause dans la cellule sénescente 
l'inactivation de plusieurs complexes Cyc-Cdk (Campisi, 1996). 
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C.7.) Modification de l'expression génique non directement liée au cycle cellulaire 
En plus de ces altérations de l'expression de différents gènes qui régulent directement le 
cycle cellulaire, de nombreuses autres modifications de l'expression génétique ont été observées. 
Notons, par exemple, certains gènes codant pour des protéines de la matrice extracellulaire 
(Murano et a/.,1991), des protéases (cathepsine B) (DiPaolo et al., 1992), des interleukines (ILI) 
(Kumar et al.,1992) et certains facteurs de croissance (IGF-1) (Ferber et al., 1993) ... 
D.) Utilisation d'un test pour l' analyse de l'expression différentielle 
De nombreux travaux visant à mettre en évidence des différences d'expression génétique 
liées au vieillissement ont été réalisés par plusieurs équipes, chacune se focalisant sur une 
technique d'analyse. Notons, par exemple, la technique du « differential display » utilisée par 
Linskens et al. (1995) ou la technique d'hybridation soustractive employée par Lecka-Czernik et 
al. (1996). 
L'équipe du professeur E. Gonos a étudié le vieillissement cellulaire sur des fibroblastes de 
rats transformés par un antigène T thermosensible du virus SV-40 (lignée tsa) (Gonos, E.S., et al., 
1996, 1998). Ces cellules, conditionnellement immortalisées, ont une croissance infinie 
lorsqu'elles sont cultivées à la température permissive de 33°C. Par contre, à 39°C, elles subissent 
un arrêt irréversible de la croissance. Par hybridation soustractive, les ARNm des populations 
cultivées à 33°C et 39°C ont été comparés. Il en a résulté la mise en évidence de neuf gènes 
différentiellement exprimés chez les lignées tsa ayant subi un arrêt irréversible de la croissance par 
rapport à leurs homologues prolifératifs. La surexpression de ces gènes est bien spécifique de 
l'arrêt de la croissance et ne résulte pas du choc thermique. Des contrôles adéquats ont été réalisés 
en cultivant à 39°C des lignées transformées par un antigène T de SV-40 sauvage. 
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L'apolipoprotéine J, l'ostéonectine, la fibronectine, l'al(I)-procollagène, la GTP-a binding 
protein, SM22, SS9 et la sous-unité III de la cytochrome C oxydase sont surexprimés dans les 
cellules qui ont subi, par choc thermique, un arrêt irréversible de leur croissance. La sous-unité B 
de la phénylalanine tRNA synthétase (FRS-2) est, elle, sous-exprimée. 
L'apolipoprotéine J ( aussi nommée APO-J, clusterine, TRMP-2, SP-40,40 et gp80), est 
une protéine aux fonctions aussi diverses que nombreuses : maturation des spermatozoïdes, 
protection cellulaire, transport des lipides, ... Elle est cependant connue pour être surexprimée 
dans la maladie d'Alzheimer, où elle intervient dans la composition des plaques neuritiques (Stone, 
et al., 1998). 
Une séquence consensus de 14 bases est présente dans le promoteur de ce gène chez tous 
les vertébrés (Michel, et al., 1997) et est reconnue par le facteur de transcription HSF 1 (Heat 
Shock Factor 1) activé lors de stress thermiques. L'APO-J pourrait de ce fait agir en tant que 
chaperone ( comme les HSP). Dès lors, celle-ci aurait un rôle de protection cellulaire. 
La fibronectine, l'ostéonectine et l'a-1-(1)-procollagène sont des protéines de la matrice 
extracellulaire. La fibronectine est impliquée dans l'adhésion, l'organisation du cytosquelette, la 
médiation des signaux externes mitogènes et l'entretien des tissus. La surexpression de la 
fibronectine serait une des causes majeures des changements morphologiques observés chez les 
fibroblastes âgés. (Kumazaki et al., 1991). On a observé dans les morphotypes âgés la présence de 
« fibres de stress», et la même chose se passe lorsque l'on met les cellules en présence d'un 
substrat enrichi en fibronectine (Corbett, 1996). 
L'ostéonectine a un niveau de transcription plus élevé dans les fibroblastes humains âgés, 
cette surexpression est aussi observée chez les individus atteints du syndrôme de Werner (Lecka-
Czernik et al., 1996; Murano et al., 1991; Linskens et al., 1995). L'ostéonectine est une protéine 
qui lie le calcium et qui est impliquée dans la division cellulaire. En se fixant à la matrice 
extracellulaire ou au PDGF, elle empêche la reconnaissance de ce dernier par son récepteur. 
L'ostéonectine est connue pour inhiber la mitose des cellules endothéliales et des fibroblastes 
(Pichler et al., 1996). L'ostéonectine possède une deuxième fonction, elle contribue au remodelage 
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des tissus en induisant l'expression des métalloprotéases (collagénase, gélatinase, stromélysine) 
qui dégradent la matrice extracellulaire et les membranes basales. Ceci a été observé lors du 
vieillissement cutané in vivo, normal ou provoqué par des expositions aux UV (Giacomoni et 
D'Alessio, 1996). 
En ce qui concerne l'al(I)-procollagène, l'augmentation de son taux de transcription 
conduirait à un changement des proportions des différents types de collagènes intercellulaires, 
modifiant alors la résistance de ces derniers à l'action de certaines collagénases. 
La cytochrome c oxydase est un enzyme mitochondrial participant au transport des 
électrons dans la chaîne respiratoire. Une diminution de son activité a été observée durant le 
vieillissement dans les biopsies de muscles squelettiques humains (Lezza et al., 1994). Dans ce 
cas-ci, l'augmentation de la transcription viserait à compenser la baisse d'activité de cet enzyme. 
La « GTP-a binding protein » et SM22 sont impliqués dans la transduction du signal 
dépendante du calcium. La GTP-a binding protein joue un rôle vital dans l'inhibition des canaux 
calciques. Ceci explique l'absence de réponse aux stimulations externes dépendantes du calcium 
des cellules qui surexpriment ce gène (Liu et al., 1994). 
SM22 code pour une protéine liant le calcium. L'injection de son ARNm dans des 
fibroblastes jeunes provoque la suppression des courants dépendants du calcium, ce qui suggère 
que sa surexpression provoque la même conséquence dans les cellules vieilles (Liu et al., 1994 ). 
Pour FRS-2, la sous-unité J3 de l'enzyme synthétisant l'ARNt-phényalanine, sa sous-
expression est difficile à mettre en relation avec le vieillissement cellulaire. Quant au gène SS9, il 
code pour une protéine dont la fonction reste inconnue à ce jour. 
Reprenant ces gènes, P. Dumont et al. ont montré leur surexpession au cours du 
vieillissement des fibroblastes humains WI-38 et IMR-90 (Dumont, soumis). 
Devant ces résultats cités, il nous paraît donc très important de pouvoir smvre 
l' expression de ces gènes au cours du vieillissement normal et accéléré des cellules en culture. Ce 
qui est véritablement important c'est de pouvoir définir en une seule expérience le taux 
d'expression de l'ensemble des gènes associés au vieillissement. Avec une telle automatisation 
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d'analyse, les études deviendraient alors plus aisées puisque de multiples comparaisons entre les 
gènes eux-mêmes, et entre des cellules d'âges différents, pourraient être établies lors d'un seul 
test. Il existe maintenant une technique qui pourrait permettre cela: les micro-damiers à ADN. 
Mais d'abord, survolons les techniques qui ont permis jusqu'à maintenant d'étudier 
l' expression génique, et donc les ARNm. 
1 E.) Mise en évidence des ARNm 
E.1.) Le Northem Blot 
Cette technique a été décrite pour la première fois par Alwine (Alwine et al., 1977; 1979). 
Elle se base sur le transfert d'ARN, préalablement séparés par électrophorèse, d'un gel à une 
membrane (soit de nitrocellulose, de nylon ou de difluorure de polyvinylidène ). Cet ARN ainsi 
fixé est alors hybridé à différentes populations de sondes et les signaux d'hybridation donnent des 
renseignements quantitatifs. 
La nature des sondes utilisées pour détecter l'ARN transféré sur le filtre peut être très 
variable : ADN double-brin marqué par nick-translation ou random priming, ADN simple-brin 
préparé par extension d' amorce, ... 
Le grand désavantage de cette technique est la quantité importante de matériel nécessaire 
pour la réalisation d'un Northem Blot (20 µg). Il existe en effet des situations où il est impossible 
d'avoir une aussi grande quantité d'ARN. 




E.2.) La RT-PCR quantitative 
Il existe d'autres techniques qui permettent une analyse quantitative d'ARN présents dans 
une population cellulaire, dont les RT-PCR quantitatives (Becker-André et al., 1989). On en 
distingue principalement deux types : la RT-PCR compétitive utilisant un standard interne et la 
RT-PCR semi-quantitative utilisant un standard externe. Après une étape de rétro-transcription 
des ARNm en ADNc, on procède à une amplification par PCR. Cette technique nécessite peu de 
matériel de départ puisque 100 ng d' ARN total sont suffisants. 
E.2.1.) La RT-PCR compétitive 
Cette technique se base sur une co-amplification d'une séquence cible spécifique et d'un 
standard interne de concentration connue avec les mêmes amorces, le tout dans un seul tube. Le 
standard interne doit donc se partager la reconnaissance des amorces avec la matrice spécifique, et 
ils seront alors amplifiés de façon compétitive avec la même efficience. La quantification est 
réalisée par comparaison du signal obtenu pour la matrice spécifique avec le signal obtenu pour le 
standard interne. Pour ce faire on réalise plusieurs tubes en variant la quantité de standard interne 
tandis que la quantité de l'échantillon est constante. Si le signal est égal pour l'échantillon et le 
standard, alors leur quantité originelle était identique, et puisque la quantité de standard est 
connue, celle de l'échantillon l'est aussi. 
La partie cruciale dans cette technique est l'élaboration du standard interne. 
Il faut que les différents produits PCR soient identifiables et ne puissent pas être confondus, c'est 
principalement une différence de taille entre le contrôle et la matrice qui permettra de les 
distinguer. 
Les amplifications étant réalisées avec une même efficience, une quantification rigoureuse 
et sûre peut-être réalisée. 
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E.2.2.) La RT-PCR semi-quantitative 
La RT-PCR semi-quantitative se distingue de la RT-PCR compétitive par le fait qu' il n'y a 
plus de compétition entre le standard et la matrice spécifique. Le standard utilisé est un standard 
externe, il est amplifié dans un autre tube avec un couple d'amorces qui lui est propre. Les 
amorces du standard externe ciblent généralement un gène dont l'expression ne varie pas au cours 
du cycle cellulaire. 
Les efficiences des PCR étant différentes, la quantification est approximative, c'est 
pourquoi on parle de tests semi-quantitatifs. De plus, pour être efficace, la quantification doit 
s'opérer à un nombre de cycles correspondant à la phase exponentielle de la PCR, qui peut être 
différent pour le standard et la matrice. 
Toutes ces techniques demandent beaucoup de préparation, et, de plus ne mettent en 
évidence qu'un seul gène à la fois. Il serait utile pourtant de pouvoir en détecter une multitude 
simultanément. Une nouvelle technique, présentant ces avantages, peut maintenant être utilisée. 
C'est la technique des Biochips à ADN, l' objet de ce mémoire. Elle est décrite en détails dans les 
pages suivantes. 
1 F.) Les micro-damiers à ADN 
La technique des micro-damiers d'ADN est une nouvelle technique utilisée dans divers 
champs d' application différents: l'étude et développement de médicaments ( Debouck, 1999), 
l'étude des cancers (DeRisi, 1996), le dosage de gènes dans la région pseudoautosomale du 
chromosome X dans le syndrôme de Klinefelter (Geschwind, 1998), découverte et analyse des 
gènes associés aux maladies inflammatoires ( Heller, 1997), ... 
Ces dernières années ont vu un intérêt croissant pour les microdamiers. Dans le futur 




de manière covalente 
sur une surface. 
ADN-cibles marqués. 
Hybridation des ADN-cibles sur les ADN-trappeurs complémentaires. 
Figure 1.7.) Représentation schématique du principe de l'hybridation d'ADN-cibles marqués sur des 
sondes, dites "trappeurs", immobilisées sur un support. Le "marquage" des ADN-cibles dépend de la 
méthode de détection utilisée. 
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analysés, et il sera nécessaire de concevoir un outil qui permettra l'exploration de ce monde encore 
vierge. Pour l'analyse de l'expression, pour le génotypage multiple, pour le screening de 
mutations ; le "Biochips" propose autant de facettes qu'il y a d'applications (Nature Genetics, 
supplement, volume 21,janvier 1999). 
F.1.) Principe 
C'est une technique basée sur l'hybridation entre une sonde (ici appelée "trappeur") et une 
cible (figure 1.7.). Le trappeur se trouve fixé sur un support solide, comme le verre. Sur cette 
sonde immobile sont alors hybridés des ADN-cibles à analyser. Ces ADN-cibles hybridés 
spécifiquement à leurs trappeurs sont alors détectés. 
Au-delà de cette simple explication se cache une technique polyvalente. De par sa 
miniaturisation, il est possible, sur une surface de moins d'un centimètre carré, d'analyser 
l'expression de centaines de gènes, puisqu'une seule sorte de trappeur peut être fixée dans une 
zone de quelques centaines de microns. Il est alors aisé d'élaborer un damier où chaque « spot », 
ou unité d'hybridation représentera un seul gène, et s'il y a cent spots, nous pourrons donc 
analyser cent gènes à la fois sur un seul damier d'un centimètre carré ... Voir plus loin pour des 
explications plus détaillées sur les procédés de miniaturisation. 
Pour l'analyse des résultats, de nombreuses techniques peuvent être employées : 
chémoluminescence, fluorescence, précipité d'argent, et même, dans le cas d'un support 
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Figure 1.8.) Représentation schématique des différentes technologies de dépôt des ADN-
trappeurs pour l'élaboration de micro-damiers. 
En a, la technique de synthèse in situ utilisant des groupes photoacivables et des obturateurs 
sélectifs. 
En b, la technique de dépôt par un robot muni d' une aiguille. 
En c, la technique de dépôt en utilisant la technologie des "jets d' encre". 
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F.1.1.) Fixation des trappeurs 
a.) Choix du support 
De nombreuses surfaces peuvent être utilisées, mais il y a néanmoins certaines 
propriétés qui feront l'une ou l'autre surface plus adéquate. Une surface idéale devra être bon 
marché, solide, non poreuse, pouvant être modifiée chimiquement en surface. Dans le cas où la 
détection se fera en fluorescence, le support devra posséder une faible autofluorescence. Le verre, 
présentant ces propriétés, est le matériau le plus répandu pour la fabrication des biochips. 
Certaines entreprises, comme Nanogen, utilisent un autre support tel que les microcircuits 
imprimés en silicium capables de conduire le courant électrique. 
b.) Méthodes d'adressage de !'ADN sur le support 
Il existe principalement deux modes d'adressage de l'ADN, la synthése in situ sur le 
support ou le greffage après synthèse. 
La méthode développée par Fodor et ses collègues (Affymetrix, Santa Clara, USA) est un 
exemple de synthèse in situ. Elle combine la photolithographie des semi-conducteurs avec la 
chimie de synthèse des ADN. La surface de verre possédant des groupes photolabiles est 
illuminée sélectivement à l'aide d'obturateurs, une zone déterminée est alors activée. La surface est 
immergée dans une solution d'une base d'ADN photoprotégée et cette base (A, T, G ou C) se 
fixera à l'endroit activé. On répète les activations sélectives puis les bains de nucléotides et ainsi 
de suite. Des oligonucléotides d'une séquence définie seront situés à des endroits déterminés sur la 
surface (Figure I.8.a.). Bien que la complexité des obturateurs soit grande, cette méthode n'est pas 
limitée par un adressage précis des spots. 
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Les chips d' Affymetrix ont une capacité de synthèse de plus de 400000 groupes de 
nucléotides sur une aire de 1,6 cm2 et chaque groupe contient 10 millions de nucléotides d'une 
séquence donnée. La taille des sondes synthétisées est cependant limitée à 15-25 nucléotides. 
En ce qui concerne le greffage après synthèse, différentes méthodes d'adressage existent. 
Un de ces procédés est celui développé par Nanogen et Cis Bio International qui utilisent 
des puces informatiques en silicium où chaque plot ( ou unité d'hybridation) est contrôlé par une 
microélectrode de platine. Celle-ci permet de faire varier de façon locale le champ électrique (Bellis 
et al., 1997). 
L'ADN étant chargé négativement, il est ici greffé sélectivement sur chaque microélectrode 
grâce à l'induction d'un champ électrique positif à un endroit donné. On parle alors d'adressage 
électronique par opposition à un adressage mécanique réalisé à l'aide d'un robot. 
La méthode commercialisée par Synteni (Fremont, CA, USA) et développée par Shalon et 
Brown (Shalon et al., 1996 ; Schena et al., 1995) utilise quant à elle un procédé mécanique 
d'adressage. Les sondes, de l'ordre du nanolitre, sont déposées à l'aide d'un robot muni d'aiguilles 
(figure I.8.b.). Cette technique offre l'avantage de pouvoir fixer des fragments d'ADN de grande 
taille. Cependant, chaque échantillon doit être synthétisé et purifié avant le dépôt. 
La puce de Synteni contient actuellement 10000 groupes d' ADNc sur une surface de 3,6 cm2• 
C'est ce type de dépôt qui sera utilisé pour réaliser les micro-damiers dans ce mémoire. 
D'autres robots, basés sur le principe des imprimantes à "jet d'encre", ont été élaborés par 
Incyte Pharmaceuticals et Protogene (Palo Alto, USA) ( figure I.8.c.). Cette technologie utilise la 
piézoélectricité ou d'autres formes de propulsion pour transférer les substances sur une surface 
solide. 
Il existe actuellement plusieurs sociétés qui, chacune, ont développé leur propre méthode. 
Quelques-une sont recensées à la figure I.9. 
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Table 1. Microarray lndustry 
Company Contact information ·Key products and services 
Affymetrix Santa Clara, CA, USA GeneChip™ technology, microarray contract services, complete 
microarray systems 
Alphagene Woburn, MA, USA AlphaGenomics n", full-length cDNAs, microarray contract services 
Amersham Amersham, UK CyDye ™ fluorescent-labelling reagents 
Biodot lrvine, CA, USA lnk-jetting technology, microarray instrumentation 
CLONTECH Labs Palo Alto, CA, USA Technology Access Program, gene-expression reagents 
General Scanning Watertown, MA, USA Confocal-scanning instrumentation 
Genetix Dorset, UK Microspotting instrumentation -
Genome Systems St Louis, MO, USA Expressed-sequence-tag {EST) libraries 
Genometrix The Woodlands, TX, USA Microarray technology platform, contract services 
Genomic Instrumentation Services Menlo Park, CA, USA Development Partners Program, microarray instrumentation 
Hewlett-Packard Palo Alto, CA, USA GeneArray™, confocal-scanning instruments (Affymetrix) 
Hyseq Sunnyvale, CA, USA HyChip™ products, genomics platform, contract services 
lncyte Pharmaceuticals Palo Alto, CA, USA LifeSeq™ database, GeneJet™ and GEM™ technology, microarray 
contract services 
Intelligent Automation Systems Cambridge, MA, USA Custom automation, microarray instrumentation, contract work 
Lite Technologies Gaithersburg, MD, USA Fluorescent-labelling reagents 
Molecular Applications Group Palo Alto, CA, USA GeneMine Pron", data-analysis and -visualization software 
Molecular Oynamics Sunnyvale, CA, USA Microarray Technology Access Program, complete microarray 
systems 
Nanogen San Diego, CA, USA APEX™, electronic microarray technology, contract services 
Norgren Systems Palo Alto, CA, USA CCD-based imaging, microspotting instrumentation 
OncorMed Gaithersburg, MD, USA Cancer prognostics and diagnostics 
Pangea Systems Oakland, CA, USA GeneWorldrM, data-mining, -analysis and -management software 
Protogene Laboratories Palo Alto, CA, USA lnk-jetting technology, microarray contract services 
Qiagen Hilden, Germany ONA- and RNA-purification systems 
Research Genetics Huntsville, AL, USA GenePairs™, primers and purified PCR products 
Silicon Graphies Mountain View, CA, USA Computational hardware and software, data-visualization and 
-mining tools 
Synteni Fremont, CA, USA GEM™ technology, microarray contract services 
T eleChem International San Jose, CA, USA Arraylt™, PCR purification systems, microspotting technology, 
scanners 
Figure 1.9.) Industries impliquées dans le développement des microdamiers. Cette liste n'est 
pas exhaustive. 
I. Introduction 
c.) Formation de la liaison entre /'ADN et le support 
La liaison dépend du type de support, le verre n'ayant pas la même réactivité de surface 
que l'or ou le silicium. Bien souvent il faudra au préalable fonctionnaliser le support avec les 
fonctions qui permettront la formation du lien. 
Diverses méthodes de couplage non covalents sont couramment utilisées pour fixer l'ADN 
sur du verre telles que des interactions électrostatiques par l'intermédiaire d'un coating de 
polylysine (Schena et al., 1995) ou des interactions hydrophobes (Allemand et al.,1997). 
Cependant, l'ADN peut se détacher de la surface à température et force ionique élevées, 
conditions requises pour mener à bien l'hybridation. De plus, l'ADN est souvent attaché sur toute 
sa longueur et est donc moins accessible pour l'hybridation. 
L'immobilisation covalente de l' ADN par une des extrémités est dès lors préférée car dans cette 
configuration la totalité de sa séquence est accessible pour l'hybridation. 
Ainsi de l' ADN carboxylé peut être immobilisé sur du verre aminé en présence de 
carbodiimide (Joos, 1997); de l'ADN aminé peut être lié à du verre activé par de l'isothiocyanate 
(Guo, 1994), par des groupes époxides (Lamture, 1994) ou par des aldéhydes (Schena, 1996). 
Cette dernière méthode a retenu notre attention car elle est rapide et ne nécessite pas d'agent de 
couplage. 
De plus, des lames de verre fonctionnalisées avec des aldéhydes sont disponibles dans le 
commerce. 
On viendra fixer sur ces lames de verre portant des fonctions aldéhydes des ADN portant 
un groupe amine à leur extrémité 5'. 
F.1.2.) Le choix des cibles 
Dans le cas qw nous intéresse, c'est-à-dire l'analyse de l'expression de gènes lors du 
processus du vieillissement, les cibles seront l'ensemble des ARN messagers ou totaux synthétisés 
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dans des fibroblastes humains cultivés sous certaines conditions. Les ARN messagers extraits 
seront rétrotranscrits en ADNc marqués constituant les cibles qui seront hybridées sur le damier. 
Les profils d'expression seront comparés entre des cellules jeunes et des cellules présentant un 
phénotype agé. 
F.1.3.) Les moyens de détection 
La fluorescence est le mode de détection le plus utilisé. Cependant d'autres méthodes 
peuvent être envisagées telles que la chémoluminescence où l'on mesure l'émission de photons à 
partir d'un enzyme en présence de son substrat; la colorimétrie où l'on mesure l'intensité de la 
couleur de la solution due à l'activité d'un enzyme sur un substrat; la bioluminescence où 
l'enzyme employé est la luciférase et où l'on mesure également l'émission de photons; la 
radioactivité; la précipitation de sels d'argent catalysée par un particule d'or; la mesure d'un 
signal électrique .... 
Dans tous les cas, il faut que la détection présente des caractéristiques indispensables : 
-sensibilité: il faut pouvoir détecter la présence d'un nombre très faible d'hybrides, car certains 
échantillons seront très pauvres en cibles, par exemple dans un échantillon d' ADNc où l'on désire 
mettre en évidence la présence d'un ARN« low-copy », 
-pratique : la méthode devra être simple à l'emploi et à la détection, 
-bruit de fond faible : pour la finesse de la détection il est primordial que la méthode possède une 
très faible capacité à émettre un bruit de fond, la détection ne devant émettre un signal qu'a 
l' endroit d'une hybridation, 
- bon marché : la technique de détection, pour un usage polyvalent et généralisé, devra être 
abordable pour n'importe quel utilisateur. 
La détection par précipité d'argent sera celle retenue dans ce mémoire, car elle présente 
tous les avantages cités ci-dessus. 
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1 G.) Objectifs 
Ce mémoire sera consacré au développement d'un microdamier à ADN, encore appelé 
biochips, qui sera utilisé pour l'analyse de l'expression génique de cellules humaines au cours du 
vieillissement cellulaire. 
La technique du Biochips permet la détection simultanée de plusieurs molécules d'acides 
nucléiques présentes dans un échantillon. Elle consiste en l'hybridation de molécules d'ADN 
« cibles » sur des sondes trappeurs immobilisées sur un support solide comme le verre. Les zones 
d'hybridations sont fortement restreintes, de l'ordre d'une centaine de micromètres, ce qui permet 
de réaliser des damiers relativement petits en surface mais contenant un grand nombre de "spots", 
chacun mettant en évidence un seul gène. Lorsque les gènes seront définis, un seul damier d'à peine 
quelques millimètres carrés servira à analyser l'expression différentielle des gènes au cours du 
vieillissement cellulaire. 
L'expression des gènes se fera à partir de fibroblastes humains cultivés dans des conditions 
bien précises, que nous lyserons pour en extraire l'ARN total. Une étape de rétrotranscription 
nous donnera des ADNc marqués , et cette population d' ADNc sera utilisée comme cible, 
hybridée sur les chips. 
Dans un premier temps, nous procéderons à la fabrication des microdamiers spécifiques au 
vieillissement comportant les gènes mis en évidence par l'équipe de E. Gonos (Gonos et al., 1998) 
comme étant exprimés différemment en fonction de l'âge de la cellule. Ces gènes sont la sous-unité 
III de la cytochrome c oxydase, la GTP binding protein, l'ostéonectine, la fibronectine, S89, FRS-
2, l' apolipoprotéine-J, SM22 et l'a-I-(1) procollagène. 
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Chapitre II : Matériels et Méthodes 
Il. Matériels et méthodes 
A.) Préparat ion d'ADN plasmidique 
A. 1.) Prin c1pe 
Des bacté ries E.coli Sure (Stratagene, USA) ont été transformées par les plasmides 
oir la figure II. 1. pour une desription du plasmide) contenant les inserts des 
guipe de E. Gonos (Gonos et al, 1998). Pour chacun des gènes, le stock se 
Bluescript SK ( v 
neuf gènes de l'é 
compose de deux 
Dans une premi 
plasmides conten 
fioles conservées à-80°C dans 30 % de glyc~rol. 
ère étape, les bactéries ont été remises en culture afin de produire les 
ant les 9 gènes. 
A partir d e cultures de 5 ml en milieu LB additionné d'ampicilline, les plasmides ont 
ant la technique de minipréparation d'ADN plasmidique (Ausubel et al., été extraits suiv 
1987). 
La prépar ation des plasmides a été réalisée au moyen du Kit Miniprep mis au point par 
rth, USA). Elle se base sur la lyse alcaline des bactéries et la précipitation 
éines, débris cellulaires et ADN génomique. 
Qiagen (Chatswo 
sélective des prot 






(Stock à 4°C) 
TamponP2 
ement Luria Bertani (LB) 
Hydrolysat de caséine (peptone) (GIBCO, Gaitherburg, USA): 1 % 
NaCl (Merck, Darmstadt, Allemagne): 0,5 % 
Extrait de levure (Difco, Detroit, USA) : 0,5 % 
Ampicilline (Sigma, St Louis, USA) 
Merck, Darmstadt, Allemagne 
Merck, Darmstadt, Allemagne 
RNAse A 100 mg/ml 
Tris-HCl 50.mM 
EDTA l0mM 









































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Il. Matériels et méthodes 
(Lyse) SDS 1 % 
(Stock à T° ambiante) (Qiagen, Chatsworth, USA) 
Tampon P3 KAc 3,0 M, pH 5,5 
(Neutralisation) (Qiagen, Chatsworth, USA) 
(Stock à 4°C) 
A.3.) Méthode 
1- Inoculer 5 ml de milieu de culture LB liquide additionné d' ampicilline en 
concentration finale de 100 µg/ml. 
2- Laisser incuber la nuit à 37°C sous agitation (250 RPM). 
3- Centrifuger 1,5 ml de la culture dans un tube Eppendorf pendant 5 min à 15000 
RPM (Heraeus Sepatech, Biofuge 17RS, rotor 1379, Hanau, Allemagne) à température 
ambiante et éliminer le milieu de culture. 
4- Resuspendre le culot dans 300 µl de tampon Pl additionné de RNAse A. 
5- Ajouter 300 µl de P2, agiter et incuber 5 minutes à température ambiante. 
6- Ajouter 300 µl de P3 à 4°C, agiter et incuber 20 minutes sur glace. Ce faisant, les 
protéines, ADN génomique et débris cellulaires sont précipités. 
7- Centrifuger 15 min à 15000 (12000) RPM (Heraeus Sepatech, Biofuge 17RS, rotor 
1379, Hanau, Allemagne) à 4°C et récupérer le surnageant. 
8- Ajouter au surnageant 0,8 volume d'isopropanol pour précipiter l'ADN, agiter 
doucement pour homogénéiser. 
9- Centrifuger 15 min à 4 °C, 15000 RPM (Heraeus Sepatech, Biofuge 17RS, rotor 
1379, Hanau, Allemagne) et éliminer le surnageant. 
10- Laver l'ADN en ajoutant 300 µl d'éthanol 70 % (-20°C) et centrifuger 15 min à 
15000 RPM, 4°C (Heraeus Sepatech, Biofuge 17RS, rotor 1379, Hanau, Allemagne). 
11- Enlever l'éthanol et sécher sous vide (Heto Vac, Analyis, Belgique). 
12- Resuspendre le culot dans 20 µl d'eau désionisée stérile. 
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B.) Estimation de la quantité et de la pureté d'ADN 
B. l.) Principe 
L'estimation se fait par spectrophotométrie. Le spectrophotomètre (Genequant II, 
Pharmacie Biotech, Cambridge, Angleterre) nous donnera la densité optique (DO) de la 
solution d'ADN. La mesure de la DO à 260 nm permettra de calculer la concentration en 
acides nucléiques grâce à la formule : 
Concentration (µg/ml) = DO x 50 x dilution. 
50 signifie que pour une DO260 nm égale à 1, la concentration en ADN est de 50 µg/ml. 
Pour avoir une idée de la pureté de la solution d'acides nucléiques on réalise 
également une lecture à 280 nm, ce qui va déterminer la présence dans l'échantillon de 
protéines, de phénols ... 
En effectuant le rapport DO260/DO2so on obtient un rapport, qui pour des préparations pures 
doit se situer entre 1, 7 et 1,9. 
B.2.) Protocole 
1- Diluer un aliquot de la solution d'ADN à quantifier dans de l'eau distillée stérile 
(entre 10 et 20 fois). 
2- Nettoyer la cuvette avec du NaOH 0,1 Net la rincer trois fois avec de l'eau distillée. 
3- Déposer au fond de la cuvette (minimum 70 µl) de l'eau distillée stérile et faire un 
blanc. 
4- Déposer au fond de la cuvette (minimum 70 µl) la dilution d'ADN et effectuer la 
mesure des absorbances à 260 nm et 280 nm. 
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1 C.) Restriction d'ADN 
C. l .) Principe 
Les endonucléases de restriction sont des enzymes reconnaissant et clivant des 
séquences spécifiques ( en général de 4 à 6 pb) au niveau de l'ADN bicaténaire. Il est alors 
possible de déterminer la présence ou non d'un insert dans le plasmide : la carte des sites de 
restrictions est fournie par la firme qui produit le plasmide, il reste à choisir une ou plusieurs 
enzymes qui en coupant à leurs sites spécifiques permettront ainsi un diagnostic simple par 
analyse de la taille des fragments obtenus lors d'une électrophorèse sur gel d'agarose. 
C.2.) Matériel 
Enzyme de restriction Séquence cible Tampon lOX 
Pvu II (Promega, Madison, 5'-CAG/CTG-3' B 
USA) (Promega, Madison, 
(37°C) USA) 
EcoRI (Promega, Madison, 5'-G/AATTC-3' H 
USA) (Promega, Madison, 
(37°C) USA) 
C.3 .) Protocole 
1- Déposer 1 à 4 µg d' l' ADN plasrnidique dans un tube Eppendorf. 
2-Ajouter 2 µl de tampon 10 x adéquat. 
3-Ajouter l'enzyme à raison de 2 à 10 unités par µg d'ADN à restreindre. 
4-Porter à un volume de 20 µl avec de l'eau distillée. 
5-Incuber 1 heure à 37°C. 
6-Arrêter la réaction en ajoutant de l'EDTA (Merck, Darmstadt, Allemagne) à 
uneconcentration finale de 10 mM pH 8. 
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Figure 11.2.) Localisation du bromure d'éthidium dans la double hélice de l'ADN. (Watson et 
al., 1989) 
Il. Matériels et méthodes 
D.) Electrophorèse sur gel d'agarose 
D.1.) Principe -
L'électrophorèse en gel d'agarose est une technique qui permet la séparation des 
fragments d'ADN sur base de leur taille. Un courant traverse le gel en emportant avec lui les 
ADN chargés négativement plus ou moins rapidement selon leur taille (les plus grands seront 
davantage retenus par le gel). 
Selon les tailles des ADN à séparer, il est recommandé d'adapter la concentration en 
agarose du gel : 
Tailles des ADN Concentration en 
attendus (Kb) agarose (%) 
5 - 60 0,3 
1 - 20 0,6 
0,8 - 10 0,7 
0,5 - 7 0,9 
0,4 - 6 1,2 
0,2 - 3 1,5 
0,1 - 2 2,0 
L'ADN est marqué au bromure d'éthidium. Cette molécule fluorescente s'intercale 
entre les bases de la double hélice d'ADN (Figure II-2). Les bandes d'ADN deviennent 
visibles par illumination aux ultraviolets. L'intensité de la bande est directement 
proportionnelle à la quantité d'ADN. 
Les tailles sont déterminées par corrélation avec un marqueur de poids moléculaire composé 
de fragments d'ADN de tailles connues et deposé sur le gel en même temps que les 
échantillons à analyser 
De plus, pour certains de ces marqueurs de poids moléculaire, non seulement les 
tailles sont connues, mais également les concentrations en ADN des différentes bandes. Ceci 
permet par comparaison d'intensité d'avoir une idée de la concentration d'ADN de 
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Figure II.3.) Représentation schématique représentant l'appareil d'électrophorèse 
Horizon TMBRL. 
II . Matériels et méthodes 
l'échantillon. En général, on effectue plusieurs dilutions de la solution d'ADN que l'on veut 
quantifier pour pouvoir vérifier les estimations. 
D.2.)Matériel 
Cuve à électrophorèse Horizon® 11-14, GibcoBRL Life Technologies, Gaitherburg, 
USA). (Figure 11.3 .) 
TBElx Stock TBE 10 x (Gibco BRL, Gaitherburg, USA). 
Préparation pour 1 litre : 
- 108 g de Tris-HCl (Merck, Darmstadt, Allemagne). 
- 55 g d'acide borique (Merck, Darmstadt, Allemagne). 
- 7,5 g EDTA (Merck, Darmstadt, Allemagne). 
Agarose Gibco BRL, Gaitherburg, USA. 
Bromure d'éthidium Stock 500 µg/ml ( Sigma, St Louis, U.S.A.) 
Tampon d'échantillon -Glycérol 50 % (Merck, Darmstadt, Allemagne). 
-EDTA 100 mM (Merck, Darmstadt, Allemagne). 
-SDS 1 % (Merck, Darmstadt, Allemagne). .. 
-Bleu de bromophénol 0,1 % (Acros, Geel, Belgique) 
Marqueurs ADN -Marqueur I, IV (Eurogentec, Seraing, Belgique). 
-Smart Ladder (Eurogentec, Seraing, Belgique). 
-Low DNA Mass Ladder (Gibco, Gaitherburg, USA). 
( Figure II.4.) 
Source d'UV Transilluminateur, 302 nm, Analis, Namur, Belgique. 
Appareil photographique Polaroïd modèle 44-16 MP4 Instant Camera System, U.S.A. 
Film Duofilm, 667 Iso 3000/36°C, (Janssens Chimica, Beerse, 
Belgique) 
D.3.) Protocole 
1-Porter à ébullition 100 ml de tampon TBE 1 x contenant la quantité désirée d'agarose 
jusqu'à ce que l'agarose soit dissout. 
2- Laisser refroidir jusqu'à 65°C. Ajouter le bromure d'éthidium pour obtenir une 
concentration finale de 2 µg/ml. 
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Il. Matériels et méthodes 
3- Couler le gel sur le support en plexiglas. 
4- Placer le peigne et laisser polymériser 30 min à une heure. 
5- Retirer le peigne et placer le gel et son support dans la cuve remplie de tampon TBE 
1 X. 
6-Déposer dans les puits les échantillons d'ADN additionnés de tampon d'échantillon. 
Laisser migrer les échantillons à 100 volts jusqu'à ce que la séparation des fragments 
d'ADN soit satisfaisante. 
7- Illuminer le gel avec des UV (Transilluminateur). 
1 E.) Polymerase chain reaction (PCR) 
Une seconde manière de vérifier la présence des inserts dans les préparations de 
plasmides obtenues est de réaliser une PCR sur ceux-ci. 
E.1 .) Principe 
L'ADN se présente sous la forme d'une double hélice anti-parallèle dont les deux brins 
constitutifs sont reliés par des ponts hydrogènes. 
La PCR permet, à l'aide de deux amorces spécifiques d'amplifier sélectivement une séquence 
d'intérêt (Voir figure II.5.). 
Ces amorces sont deux morceaux courts d'ADN qui sont complémentaires des 
extrémités de la séquence à amplifier. Lorsque l'ADN est dénaturé, ces amorces vont se lier 
chacune sur leur brin complémentaire. A ce moment intervient une enzyme, l'ADN 
polymérase qui va synthétiser à partir de l'extrémité 3' de l'amorce le monobrin qui la 
prolonge en se servant du brin existant comme matrice. La découverte d'une ADN polymérase 
bactérienne thermorésistante (Thermus aquaticus) permet cette élongation à haute 
température. A la suite de cette élongation, on obtient un nouveau brin d'ADN 
anticomplémentaire de la matrice. Ces étapes sont répétées un grand nombre de fois, les brins 
construits précédemment servant de matrice pour les prochaines élongations. 
Un cycle de PCR se scinde en trois étapes: dénaturation, hybridation et élongation. 
La dénaturation est la séparation par la chaleur des deux brins d'ADN, elle se fait 
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Figure 11.5.) Mécanisme de la PCR. Il faut plusieurs cycle pour obtenir la séquence interne désirée, les cycles 
suivants sont pour l'amplification de cette séquence. 
II. Matériels et méthodes 
venir se fixer sur les monobrins. La température d'hybridation (Th) des amorces peut-être 
calculée à partir de leur température de melting (Tm) selon l'équation: 
Th: Tm- 5°C avec Tm= 2(A+T) + 4(G+C) 
(Wetmur, 1991) 
La température et le temps d'hybridation sont deux paramètres qui déterminent la spécificité 
de la réaction. 
Les amorces étant fixées spécifiquement, l'élongation peut commencer. Durant cette étape, la 
polymérase va synthétiser le brin manquant à partir de la matrice. Cette étape se déroule à 
72°C. Cette température varie selon l'enzyme utilisée. La durée de cette étape est fixée par la 
taille de l'amplicon (la séquence à amplifier) par rapport à la capacité d'élongation de la 
polymérase ( dNTPincorporés/min). 
Le nombre de cycles, c'est-à-dire le nombre de répétitions des trois étapes est variable, mais 
on veillera à ne pas dépasser 45 cycles, car il y a un effet d'épuisement des constituants de la 
PCR. 
Le temps d'élongation du dernier cycle est fortement prolongé pour laisser à la polymérase le 
temps de terminer toutes les synthèses inachevées, soit 10 min. 
a) La polymérase 
Il existe actuellement différentes sortes d'ADN polymérases thermostables répondant chacune 
à des demandes particulières : la taille des amplicons, la fidélité requise, ... Ici, le choix s'est 
porté sur l'AmpliTaq Gold de Perk.in Elmer (Foster City, USA). 
b.) Les amorces 
Le choix des amorces est crucial pour l'amplification spécifique de la séquence 
d'intérêt. En général, des amorces de plus ou moins 20 bases permettent une bonne spécificité. 
Pour l'amplification des inserts clonés dans le plasmide Bluescript SK (Stratagene, USA), 
nous avons utilisé les amorces M 13 « forward » et « reverse » se situant dans la région du site 
de clonage(voir figure II-1). Pour l'amplification d'une séquence à l'intérieur de l'insert, le 
choix des amorces est laissé à notre libre-arbitre. Les amorces doivent avoir des températures 
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de melting (Tm) identiques ou très proches avec un contenu en G+C cornris entre 40 et 60 %. 
Il est également important que les amorces ne forment pas de dimères entre elles, ni ne 
contiennent en leur sein des régions anticomplémentaires qui entraîneraient la formation de 
boucles (loops, hairpins). Ces dimères et boucles diminuent l'efficacité de la PCR. Pour cela, 
les programmes informatiques "amplify 1.2" et "Oligo 4.0" ont été utilisés afin de sélectionner 
des amorces présentant toutes les qualités requises. 
c.) Hot start 
Avant le démarrage de la PCR, l' amplitaq Gold est inhibée, à basse température, par 
un inhibiteur spécifique. Cela prévient la formation prématurée d'éventuelles amplifications 
non spécifiques. Les cycles d'amplification sont donc précédés d'une étape d'activation de la 
polymérase (10 minutes à 94 °C) au cours de laquelle l'inhibiteur est désactivé (Hot Start). 
Cette première étape est aussi destinée à dénaturer l'ADN matrice. 
d.) Utilisation du diméthylsulfoxyde (DMSO) 
Le diméthyl sulfoxyde est un agent dénaturant utilisé quand on veut réduire les 
hybridations non spécifiques et structures secondaires indésirables de l'ADN. 
Nous avons réalisé nos PCR en présence de 2 % de DMSO. 
E.2.) Matériel 
Tampon J0x Buffer II, Perk.in Elmer (Poster City, USA) 
Solution de MgC/2 (25 mM) Perkin Elmer (Poster City, USA) 
DNTP (20µM) Eurogentec (Seraing, Belgique) 
DMSO Janssens Chimica (Beerse, Belgique) 
Amorces Eurogentec (Seraing, Belgique) 
Taq (5U/µl) Perk.in Elmer (Poster City, USA) 
Appareil Gene amp 9700 Perk.in Elmer (Poster City, 
USA) 
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E.3 .) Protocole 
1- Pour une réacti on PCR de 100 µl, préparer dans un microtube le mélange suivant: 
pon 10 x - 10 µl tam 
-MgCh: 2 5mM 
-dNTP: 20 OµM 
-Amorces M 13 « forward » et « reverse » : 1 µM chacune 
% -DMSO: 2 
-AmpliTaq : 2,5 U ( en dernier) 
2- Ajouter 100 ng de plasmides (matrice). 
3- Placer le mie 
réaction. Le tableau ci-de 
rotube dans l'appareil préalablement programmé et démarrer la 
ssous reprend le programme utilise lors de l' amplification des inserts 
orward » et « reverse » : avec les amorces M13 « fi 
Tailles 






4- Conserver les p roduits à 4 °C. 










Des stocks de pla smides ont été constitués en réalisant des préparations plasmidiques 
e important. sur des cultures de volum 
Cette préparation se fait à l'aide du Kit Maxiprep de Qiagen (Chatsworth, USA). 
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F .1.) Matériel 
Une partie du matériel est identique à celui utilisé pour les mini-préparations d'ADN 
plasmidiques et est donc écrite au point A.2. de ce chapitre. 
Tampon QBT 750mMNaCl 
(Equilibration) 50 mM MOPS, pH 7,0 
15 % isopropanol 
0,15 % Triton x-100 
(Qiagen, Chatsworth, USA) 
Tampon QC 1,0 MNaCl 
(lavage) 50 mM MOPS, pH 7,0 
15 % isopropanol 
(Qiagen, Chatsworth, USA) 
Tampon QF 1,25 M NaCl 
(Elution) 50 mM Tris HCl, pH 8,5 
15 % isopropanol 
(Qiagen, Chatsworth, USA) 
F.2.) Méthode 
1- Inoculer, dans un Erlenmeyer de 1 litre, 100 ml de milieu de culture LB liquide 
contenant 100 µg/ml d'ampicilline. 
2- Incuber la nuit à 3 7°C sous agitation (250 RPM). 
3- Centrifuger l'entièreté de la culture 15 minutes à 6000 RPM (Beckmann, centrifuge 
j21-b model, rotor 2817, Analys, Namur, Belgique) 
4- Emliminer le milieu de culture et resuspendre le culot dans 10 ml de tampon P 1 
additionné de RNAseA. 
5- Ajouter 10 ml de P2, mélanger et incuber 5 minutes à T0 ambiante. 
6- Ajouter 10 ml de P3, à 4°C. Mélanger et incuber sur glace pendant 20 minutes. 
7- Centrifuger 30 minutes à 12000 RPM, 4°C (Beckmann, centrifuge j21-b model, 
rotor 2817, Analys, Namur, Belgique). Récupérer le surnageant. 
8- Pendant la centrifugation, équilibrer une colonne de type 500, livrée avec le Kit, 
avec 10 ml de tampon QBT. 
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9- Déposer le surnageant de l'étape n°7 sur la colonne. Le plasmide est retenu dans la 
colonne et le liquide qui s'écoule est éliminé. 
10- Laver 2x la colonne avec 30 ml de tampon QC. 
11- Eluer le plasmide avec 15 ml de tampon QF. Le plasmide est récupéré dans un 
tube Corex (USA) de 30 ml. 
12- Ajouter 0,8 volume d'isopropanol, mélager et centrifuger 30 minutes à 4°C, 12000 
RPM (Beckmann, centrifuge j21-b model, rotor 2314, Analis, Namur, Belgique). 
13- Eliminer le surnageant et laver le culot avec 5 ml d' éthanol 70% à T0 ambiante. 
Centrifuger 15 minutes à 9500 RPM (Beckmann, centrifuge j21-b model, rotor 2314, 
Analis, Namur, Belgique). 
14- Eliminer l'éthanol et sècher le culot à l'air libre. Resuspendre le culot dans 500 µl 
d'eau désionisée stérile. 
15- Quantifier au spectrophotomètre comme décrit au point 2 de ce chapitre. 
1 G.) Séquençage 
Afin de produire les cibles et les trappeurs nécessaires à l'élaboration du biochips, les 
inserts ont été séquencés. 
G.I.) Principe 
La technique utilisée est un séquençage à fluorescence par PCR réalisé avec le kit 
« ABI.PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit » (Perkin Elmer, 
Foster City, USA). 
Sur le fragment à séquencer, est effectuée une« PCR » avec une seule amorce à la fois 
(sens ou antisens). L'amorce sens dans un premier tube et l'amorce antisens dans un second. 
Le mix PCR contient un mélange de nucléotides terminateurs marqués par un agent 
fluorescent comme la fluorescéine ou la rhodamine qui bloquent l'élongation quand ils sont 
insérés dans l'amplicon, et des nucléotides non marqués permettant l'élongation. 
La réaction PCR produit un ensemble d'amplicons de tailles variables et terminés par 
un nucléotide fluorescent. Cette population est déposée sur un gel d'acrylamide résolutif à la 
base près et les fragments sont séparés suivant leur taille. Un laser passe alors sur le profil de 
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migration et excite les marqueurs qui émettent en réponse sous une autre longueur d'onde qui 






Appareil de lecture de gel 
Programme de recherche informatique de 
séquences 
Acétate de sodium 
G.3.) Protocole 
Gene amp 9700 (PE) 
Ready Reaction Mix contenant la polymérase, 
les dNTP, les dNTP terminateurs et le 
tampon. Perkin Elmer (Foster City, USA) 
(Merck, Darmstadt, Allemagne) 
ABI.PRISM. Perkin Elmer (Foster City, 
USA) 
Blast NCBI disponible sur : 
http://www.nbi.nlm.nih.gov/cgi-
bin/BLAST/nph-blast ?Jform=0 
(Merck, Darmstadt, Allemagne) 
1- Placer dans un tube PCR 100 à 150 ng de matrice à séquencer. 
2- Ajouter 3,2 pmoles d'amorce sens ou anti-sens. 
3- Ajouter 4 µl de Ready Reaction Mix et compléter avec de l' eau distillée pour 
obtenir un volume total de 10 µl. 
4- Réaliser 25 cycles : 
Dénaturation 96°C, 10 secondes 
Hybridation 50°C, 5 secondes 
Elongation 60°C, 4 minutes 
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G.4 .) Purification 
1- Pour chaque réaction de séquençage, préparer un Eppendorf de 1,5 ml contenant 25 
µl d'éthanol 95%, 1 µl de NaAc 3M pH 4,6 ou 5,2 à température ambiante. 
2- Ajouter les 10 µl de la PCR à ce mélange. Agiter fortement et placer sur glace 10 
minutes. 
3- Centrifuger 30 minutes à 15000 RPM, 4°C (Heraeus Sepatech, Biofuge 17 RS, rotor 
1379, Hanau, Allemagne). 
4- Eliminer le surnageant. Laver le culot avec 250 µl d'éthanol 70 % à température 
ambiante. 
5- Centrifuger 15 minutes à 15000 RPM, 4°C (Heraeus Sepatech, Biofuge 17 RS, rotor 
1379,Hanau, Allemagne). 
6- Eliminer le surnageant et sécher le culot à l' air libre. 
Les échantillons sont ensuite déposés sur un gel d'acrylamide 4%, la lecture étant 
automatique par l'appareil ABI.PRISM. 
7- Vérifier l' identité des séquences obtenues par un programme informatique 
disponible sur internet tel que Blast NCBI. 
H.) Production des trappeurs et des cibles 
Les trappeurs et les cibles, nécessaires à l'élaboration de la biochips, seront tous deux 
synthétiser par amplification en PCR. 
H.1.) Production des trappeurs 
Les "trappeurs" qui seront fixés sur la surface de verre constituant la Biochips doivent 
être synthétisés. Dans ce dessein, des amorces encadrant une séquence de plus ou moins 300 
paires de bases (pb) à l'intérieur de chaque insert ont été choisies. Elles font chacune 20 pb et 
une des amorces possède à son extrémité 5' une fonction amine espacée de six carbones du 
nucléotide. Cette fonction amine permettra ultérieurement la liaison covalente du trappeur sur 
une surface de verre-aldéhyde (paragraphe J de ce chapitre). 
Ces amorces ont été produites par Eurogentec (Seraing, Belgique). 
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H.2.) Production des cibles 
Afin de tester l'hybridation, il nous faudra travailler dans un premier temps avec des 
cibles de concentrations connues, relativement pures que nous hybriderons sur le damier. Ces 
ADN-cibles tests seront produites par PCR en amplifiant chaque insert cloné avec les amorces 
M13 du plasmide (et donc, communes à tous les gènes) mais qui seront cette fois biotinylées à 
leurs extrémités 5'. 
H.3.) Méthode 
La méthode est identique à celle décrite au paragraphe E de ce chapitre, à l' exeption 
du programme PCR : 
Synthèse des cibles Synthèse des 
trappeurs 
Tailles 0,9-1,8 Kb 0,24- 0,354 Kb 
Nombre de cycles 40 40 
Hot start 94°c 10· 94°c 10· 
Dénaturation 94°c 30" 94°c 30" 







Elongation 12°c 2' 12°c 2· 
Terminaison 12°c 10· 12°c 10· 
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11.) Purification des produits PCR 
1.1.) Principe 
Le "kit" de purification : « High Pure PCR Product Purification » Boehringer 
Mannhein, Allemagne. Le principe de cette purification est basé sur la rétention de l'ADN sur 
une colonne de silice en présence d'agents chaotropiques tandis que sels, DMSO et dNTPs 
sont éliminés. 
1.2.) Matériel 
Tampon de liaison (Boehringer, Mannheim, Thiocyanate de guanidium 3M 




Centrifugeuse Centrifugeuse Biofuge Pico, Heraeus 
Sepatech, Hanau,Allemagne. 
Tampon de lavage (Boehringer, Mannheim, NaCl20mM 
Allemagne) TrisHCI 2 mM 
pH7,5 
Ajouter 40 ml d'éthanol avant usage. 
Tampon d'élution (ou eau) Tris-HCL 10 mM 
EDTA 1 mM 
pH8,5. 
Ethanol . Merck, Darmstadt, Allemagne 
I.3 .) Protocole 
1- Ajouter 500 µl de tampon de liaison par 100 µl de solution PCR. 
2- Emboîter la colonne de silice dans un tube collecteur et déposer le mélange de 
l'étape 1 sur cette dernière (fixation d'ADN). 
















Support ,.,,.C=N--AON · !mine ou base de Schiff 
Figure 11.6.) Réaction d'attaque nucléophile de !'amine sur l'aldéhyde, aboutissant à une 
imine ou base de Schiff. 
Figure 11.7.) Schéma représentant le robot utilisé pour la fixation d'ADN sur les lames de 
verre. 
Figure II.8.) Image en microscopie à balayage de la pointe d'une aiguille utilisée avec le 
robot pour la fixation d'ADN sur les lames de verre. La pointe à un diamètre de 250 µm. 
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4- Eliminer le filtrat. 
5- Laver la colonne avec 500 µl de tampon de lavage. Centrifuger à 13000 RPM, 30 
secondes et éliminer le filtrat. 
6- Répèter l'étape 5 avec 200 µl de tampon de lavage. 
7- Prendre un tube collecteur propre. 
8-Eluer l'ADN avec 200 µl de Tampon d' élution ou avec de l'eau distillée. Une 
resuspension dans de l'eau a été préférée ici car le tampon d'élution contient des 
fonctions amines qui interféreraient avec la réaction de fixation de l'ADN sur le verre 
aldéhyde (voir plus loin). 
J.) Fixation des trappeurs sur lames de verre 
J.1.) Principe 
La première étape dans l'élaboration de notre damier est la fixation des trappeurs 
d'ADN sur une lame de verre. L'immobilisation idéale est un lien covalent entre une des 
extrémité de l'ADN et le verre. Cela peut-être aisément obtenu par fixation d'un ADN aminé à 
son extrémité 5' sur du verre portant des fonctions aldéhydes (Cell associates, Houston, USA). 
La réaction est une attaque nucléophile de l'amine sur l'aldéhyde donnant lieu à la formation 
d'une imine (figure II-6). 
La fixation d'ADN doit être site spécifique, pour qu'à un endroit donné ne se trouve 
qu'une seule sorte de "trappeur". Il est donc nécessaire d'utiliser un robot sachant se déplacer 
dans les trois directions de l'espace avec précision. Ce robot a été fabriqué par Fabelec 
(Néthen, Belgique) et adapté à des fins de« spotting ». 
La tête de ce robot est perforée de petits trous dans lesquels des aiguilles peuvent être glissées 
et qui serviront au « spotting ». Cette tête se déplace dans trois directions (figure II-7). Elle 
viendra puiser dans la solution d'ADN et ira en déposer une petite quantité à l'endroit désiré 
sur la lame. Les aiguilles utilisées ont un diamètre de 250 µm (figure II-8) (Genetix, 
Angleterre) et délivrent environ 1 nanolitre de liquide. 
Après le dépôt d'ADN, les lames seront lavées afin d'éliminer les sels, les poussières et 
autres particules indésirables qui pourraient interférer avec l'étape d'hybridation. Pour cela, les 
lames seront plongées dans des bains successifs de détergent (SDS) ou simplement d'eau, 
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mais aussi dans du NaB~ pour réduire les aldéhydes encore réactionnelles présentes sur les 
lames. La dernière étape de lavage est un bain d'eau distillé à 95°C pour dénaturer les 
trappeurs de manière à ne garder que des ADN simple brin accrochés de façon covalente par 
leur extrémité 5' à la surface de la lame de verre. 
J.2.) Matériel 
Lames CSS-25 Silylated Slides (Cel Associates, 
Houston, USA) 
Aiguilles 250 µM, Genetix, Angleterre. 
Tampon de fixation Préparé à partir de : 
MES hydrate 99% (Acros, Geel,Belgique). 
Concentration finale 0,5 M, pH 6,5 . 
Plaque multipuits Plaque 384 puits (Nunc, Roskilde, 
Danemark). 
Acétone Merck, Darmstadt, Allemagne. 
SDS 10 % Sodium Dodecyl Sulfate (Merck, Darmstadt, 
Allemagne) 
NaBH4 Aldrich, USA 
PBS (Phosphate Buffer Saline) Tampon phosphate 10 mM (Merck, 
Darmstadt, Allemagne) 
NaCl 0,9 % (Merck, Darmstadt, Allemagne) 
pH7,4 
Ethanol absolu Merck, Darmstadt, Allemagne 
Trappeurs aminés Synthétisés par PCR à partir d'amorces 
aminées commandées chez Eurogentec 
(Seraing, Belgique). 
J .3 .) Méthode 
1- Mélanger la solution d'ADN trappeur dans le MES 0,5 M pH 6,5 et ajouter de l'eau 
pour que le MES soit à la concentration de 0, 1 M et l'ADN à 200 nM. 
2- Déposer les solutions de trappeurs dans une plaque multipuits adéquate. 
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3- Programmer le robot afin qu'il aille dans les puits contenant les ADN et ensuite 
déposer ces derniers à l'endroit voulu sur la lame. 
4- Entre chaque espèce de trappeur, deux lavages consécutifs de l'aiguille sont 
effectués. Pour cela, il plonge ces dernières une fois dans de l'eau distillée pendant 5 
secondes, ensuite, 5 secondes dans un bain d'acétone, et, enfin, les aiguilles sont 
sèchées 10 secondes à l'air libre. 
5- Après le dépôt, laisser sécher les lames 1 heure à température ambiante. 
6- Laver les lames dans du SDS 0, 1 % (15 ml) pendant 2 minutes à température 
ambiante (RT). 
7- Laver les lames deux fois dans de l'eau distillée (15 ml) pendant 2 minutes, RT. 
8-Laver les lames dans une solution 75 % PBS/ 25% éthanol/ 2,5 mg/ml NaBH4 (15 
ml), RT. 
9-Plonger les lames dans un Falcon contenant 35 ml d'eau distillée préchauffée dans 
un bain à 100 °C pendant 3 minutes. 
10- Laisser sécher les lames à l'air libre. 
K.) Hybridation d'ADN cible sur les microdamiers 
K. l .) Principe 
La deuxième étape de l'utilisation du damier à ADN est l'hybridation des ADN cibles 
sur les trappeurs précédemment fixés sur le verre. 
Les ADN cibles possèdent à leur extrémité 5' une biotine qui servira pour leur détection 
ultérieure. 
L'hybridation de deux ADN comporte deux points: premièrement la dénaturation préalable et 
l'élimination des structures secondaires des ADN en présence ( cible-cible et trappeur-
trappeur), deuxièmement, l'hybridation proprement dite où les ADN complémentaires forment 
des hybrides entre eux (cible-trappeur). Lorsque la solution d'hybridation, contenant l' ADN-
cible, a été déposée sur la lame portant les trappeurs, elle est couverte d'une lame couvre-
objet, cette dernière étant ensuite scellée. La solution d'hybridation se compose des ADN 
cibles, d'un tampon spécifique de la réaction et d'ADN de sperme de saumon soniqué servant 
à saturer les sites non spécifiques de fixation de l 'ADN. 
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K.2.) Matériel 
Lames couvre-objet 15x15 mm Microscope Glass Cover Slips, 
Chance Propper,Warley, England. 
Sperme de saumon 10 mg/ml Sigma, St Louis, USA. 
TamponSSC NaCl 3 M (Merck, Darmstadt, Allemagne) 
citrate Na 0,33 M (Merck, Darmstadt, 
Allemagne) 
pH7,0 
Tampon d'hybridation -2 x SSC final 
-5 x Denhardt final 
Lambdatech,N amur, Belgique. 
Tampon BI Préparation pour 1 litre : 
-11,6 g acide maléique (Merck, Darmstadt, 
Allemagne) 
-8,77 g NaCl (Merck, Darmstadt, Allemagne) 
-pH 7,5 (avec des pastilles d'NaOH) 
Tampon de lavage -Tween 20: 0,1 % ( Sigma, St Louis, U.S.A.) 
DPX 
-Tampon B1: 10 % 
-Eau distillée 
DPX mountand, DBH chemicals (Poole, 
Angleterre) 
K.3 .) Protocole 
1- Préparer la solution d'hybridation avec la quantité d'ADN désirée, mélanger avec du 
tampon d'hybridation et de l' ADN de sperme de saumon soniqué en concentration 
adéquate. Le volume final mélange d'hybridation est de 5 µ1. Le tampon devra être 
composé de SSC 2x, de Denhart 5x et d'ADN de sperme de saumon à une 
concentration de 100 µg/ml. 
2- Déposer 5 µl de la solution sur le damier et couvrir d'un couvre-objet de 15x15 mm. 
Sceller au DPX. 
3- Placer la lame à 95°C pendant 5 minutes sur un bloc chauffant. 
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4- Placer la lame dans un four à la température d'hybridation adéquate pendant 2 
heures, la lame étant placée dans une enceinte saturée en humidité. 
5- Enlever la lame du four, gratter délicatement le DPX. 
6- Laver 4 x 2 minutes les lames dans du tampon de lavage, les lames couvre-objet se 
décolleront aisément. 
7- Sécher les lames, placer à 4 °C ou utiliser tout de suite. 
L.) Détection des microdamiers par précipitation de sels d'argent 
L.1.) Principe 
Cette méthode utilise la réduction des ions Ag++ en argent atomique catalysée par 
l'or. En fin de réaction, précipité métallique autour de l'or est obtenu (Lackie, 1996). 
Que cette technique soit « froide » représente déjà un avantage, de plus, elle ne nécessite 
aucun appareillage particulier, sinon deux solutions de révélation, à savoir, les sels d'argent et 
une solution contenant un réducteur. Le coût de cette méthode, comparé avec celui d'autres 
techniques, est très bas, ce qui en fait une méthode de choix pour un usage courant. Le grand 
désavantage de cette méthode est une sensibilité élevée aux perturbations extérieures : la 
moindre poussière, la moindre évaporation locale durant l'hybridation provoquera un 
précipité d'argent, créant lors de la révélation un background gênant ou des taches locales 
pouvant pouvant nuire à l'analyse des spots. 
L'or colloïdal, une particule de 10 nm, est couplé à une streptavidine qui ira se lier à la 
biotine se trouvant sur les cibles hybridées aux trappeurs. Il y aura donc précipitation d'argent 
principalement aux endroits où l'or est présent, c'est-à-dire où il y a eu hybridation positive. 
L.2.) Matériel 
Solution de révélation A Silver Enhancer solution A, Sigma, St Louis, 
USA. 
Solution de révélation B Silver Enhancer solution B, Sigma, St Louis, 
USA. 
Conjugué or-streptavidine Streptavidin 10 nm colloïdal gold labelled, 
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As20 = 5.0 
( Sigma, St Louis, USA) 
Préparation pour 1 litre : 
-11 ,6 g acide maléique 
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-8,77 g NaCl (Merck, Darmstadt, Allemagne) 
-pH 7,5 (avec des pastilles d'NaOH) 
Tampon de saturation -TamponBl 
-0,1 % lait en poudre Gloria (Nestlé, Vevey, 
Suisse) 
L.3.) Protocole 
Préparatif: les solutions d'argent étant conservées à 4°C, les mettre à température 
ambiante avant utilisation. 
1- Diluer 1000 x le conjugué STA V-Or dans du tampon de saturation. 
2- Déposer 800 µl de ce mélange sur un parafilm horizontal. 
3- Retourner délicatement la lame issue de l'hybridation sur la solution qui se répartira 
sur toute la surface inférieure de la lame. 
4- Laisser incuber 45 minutes à température ambiante. 
5- Laver la lame 5 x 2 minutes dans du tampon de lavage. 
6- Préparer immédiatement avant usage un mélange 50 % / 50 % des deux solutions 
d'argent. 
7- Déposer 800 µl de ce mélange sur un parafilm horizontal et y retourner 
délicatement la lame. 
8- Laisser incuber 10 minutes. 
9- Répéter les étapes 6 et 7, laisser incuber 10 minutes. 
10- Répéter les étapes 6 et 7, laisser incuber 5 minutes. 
11- Plonger le lame dans de l'eau distillée 5 minutes afin de stopper la réaction. 
12- Laisser sècher la lame. 
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1 M.) Quantification 
Les spots seront lus par un scanner à diapositives (Nikonscan II, Nikon, Tokyo, Japon) 
pms quantifiés par un programme informatique, le « NIH Image », qui peut mesurer 
l' intensité moyenne des pixels d'une zone déterminée par l'utilisateur, donnant de ce fait une 
mesure représentative de la quantité d'hybrides à cet endroit particulier. Une mesure du 
background peut être faite, puis, en faisant le rapport de l'intensité de chaque spot sur 
l' intensité du background, on obtient une mesure que nous appelons RATIO, qui peut être 
comparée de damier à damier. 
1 N.) Culture des fibroblastes WI-38 
N.l.) Les cellules 
Les cellules utilisées sont des fibroblastes humains de poumon fœtal, souche WI-38, prélevés 
en 1961 par Hayflick et Moorehead et conservés depuis à "l'American Type Collection". 
Ces cellules sont mises en culture dans des boîtes de 75 cm2 (Nunc, Denmark) dans du 
milieu BME (Basal Medium Eagle, Flow Laboratories, U.K.) auquel est ajouté 10% de sérum 
de veau fœtal. Ce sérum contient de nombreux facteurs de croissance nécessaires à la survie et 
à la division cellulaire. 
N.2.) Condition stérile 
Les cultures cellulaires nécessitent la plus grande stérilité possible. L'ensemble du 
matériel utilisé est stérilisé par un passage de 6 heures dans un stérilisateur à 180°C. Les 
milieux sont stérilisés par filtration sur filtre de 0,2 µm (Sartorius, Allemagne). 
N.3.) Trypsinisation 
Pour récupérer les cellules, il est nécessaire de les trypsiniser. Cette étape permet de 
les détacher du fond de leur boîte de culture. La trypsine utilisée est une solution stérile 
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composée de trypsine 0,25 % diluée dans une solution A de Gibco (Grande-Bretagne): 0,4 g/1 
de KCl; 2,2 g/1 de NaHCO3 (Merck, Allemagne); 6,8 g/1 de NaCl (Merck, Allemagne); 1 g/1 
de glucose (Merck, Allemagne) et 0,005 g/1 de rouge de phénol. 
En pratique, les boîtes de cultures sont rincées avec du milieu sans sérum après avoir 
été totalement décantées. Ces lavages éliminent toutes traces de sérum pouvant inhiber 
l'action de la trypsine. Par boîte de 75 cm2 on met 2 ml de solution de trypsine pendant 
environ 1 minute. On décante ensuite sans enlever totalement le fond de solution restant. On 
réincube pendant 10 minutes à 3 7°C. 
Lorsque les cellules sont détachées, 10 ml de BME + 10 % de sérum sont ajoutés par boîte de 
culture de 75 cm2• 
Les cellules sont ensuite agitées fortement avec une pipette Pasteur en projetant le 
milieu BME contre la paroi de la boîte pour rompre les amas de cellules. 
Ensuite 20 ou 50 ml de BME + 10 % de sérum seront ajoutés suivant que l'on réalise un 
repiquage en 2 ou en 4 boîtes. Le milieu contenu dans la boîte trypsinisée est finalement 
réparti également entre les nouvelles boîtes. 
N.4.) Conservation des cellules 
Nous disposons d'un stock de cellules congelées à-196°C dans de l'azote liquide. 
Congélation 
- Détacher les cellules par trypsinisation de la boîte de culture. 
- Centrifuger 10 minutes à 1000 RPM ( centrifugeuse Hettich Universal, 
Allemagne) les cellules resprises dans 10 ml de BME + 10 % de sérum. 
- Eliminer le surnageant. 
- Resuspendre les cellules dans 0,4 ml de BME additionné de 10 % de diméthyl 
sulfoxyde (DMSO, Merck, Allemagne) comme agent cryoprotecteur. 
- Déposer les cellules dans un cryotube (Nunc, Denmark). 
La congélation des cellules est réalisée grâce à un appareil (PTLD 75, L'Air Liquide, 
Belgique) qui réalise un abaissement en deux phases de la température. Celle-ci est d'abord 
abaissée jusqu'à-40°C à raison de 1 °C par minute puis très rapidement jusqu'à -100°C. Le 
cryotube est ensuite stocké à -196°C. 
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Décongélation 
- Plonger le cryotube dès sa sortie de l'azote liquide dans un bain à 40°C. 
- Centrifuger 10 minutes à 1000 RPM (centrifugeuse Hettich Universal) et 
éliminer le surnageant. 
- Resuspendre délicatement les cellules dans 1 ml de BME + 10 % de sérum. 
- Repiquer les cellules dans un boîte de culture qui reçoit 15 ml de BME + 10 
% de sérum. 
1 O.) Extraction de !'ARN total 
0.1.) Principe 
Cette technique se base sur l'extraction différentielle des ARN par des solvants 
orgamques. 
La première étape consiste en la lyse cellulaire. Le tampon de lyse contient également des 
inhibiteurs de RNAses. 
La seconde étape est l'extraction des ARN totaux en présence de phénol et de chloroforme. 
Après centrifugation, on obtient trois phases : phase organique phénol-chloroforme et 
interphase, toutes deux contenant protéines et ADN, et phase aqueuse contenant les ARN. 
Lors de la troisième étape, l' ARN total est précipité. Pour obtenir une grande pureté de 
l' ARN, deux précipitations sont réalisées. La première, d'une heure, à -20°C, en présence 
d'isopropanol et, la seconde dure une nuit, à -20°C, en présence d'éthanol et d'acétate 
d'ammonium. 
La quatrième étape, le lavage de l 'ARN, est exécuté avec de l'éthanol. L' ARN est ensuite 
séché et resuspendu dans de l'eau RNAse-free. 
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0.2.) Matériel 
Toutes les solutions et tout le matériel utilisé doivent être impérativement RNAse-free. 
Le matériel (verrerie, tubes, pipettes, bouteilles, ... ) supportant des températures élevées peut 
être rendu RNAse-free par un traitement au four pendant six heures à 180°C. Le reste du 
matériel est lavé, pendant une nuit, dans une solution de SDS 10 %. 
De préférence, les solutions sont préparées au moyen d'H2O distillée contenant 0,5 % de 
diéthylpyrocarbonate (DEPC). 
PBS -Tampon phosphate 10 mM stérile (Merck, 
Darmstadt, Allemagne) 
-NaCl 0,9 % (Merck, Darmstadt, Allemagne) 
pH7,4 
stérilisation par autoclavage (20', 120°C) 
Tubes en verre de 30 ml (Corex, USA) Rendus RNAse-free par un 
traitement au four (180°C, 6 heures). 
Centrifugeuse Beckmann, centrifuge j21-b model, rotor 
2314 (Analis, Namur, Belgique) 
Tampon de lyse (pour 500 ml) 250 g de thiocyanate de guanidine 
17,5 ml de citrate de sodium 0,75 M pH 7,0 
26,5 ml de sarkosyl 10 % ( Sigma, St Louis, 
U.S.A.) 
eau-DEPC 0,5 % pour atteindre 500 ml 
H20 RNAse-free (0,5 % DEPC) A un litre d'eau, ajouter 5 ml de DEPC. 
Agiter fortement et incuber la nuit à 37°C. 
Le lendemain, autoclaver pendant 20' à 
120°c. 
DEPC (Janssens Chimica, Beerse, Belgique) 
Mercaptoéthanol (Janssens Chimica, Beerse, Belgique) 
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0.3 .) Protocole 
1- Le jour avant l'extraction, les cellules sont repiquées à demi-densité. Retirer le 
milieu de culture. Rincer les cellules 2 fois avec 10 ml de PBS stérile à 4°C. 
2- Ajouter 4 ml de tampon de lyse (additionné juste avant utilisation de 0,35 ml de 
mercaptoéthanol par 50 ml) par boîte de culture T75. Mélanger pour répandre le 
tampon de lyse sur toute la surface de la boîte et racler les cellules dans le fond des 
boîtes. 
3- Transférer la solution dans un tube Corex (USA) de 30 ml à l'aide d'une pipette 
Pasteur. 
4- Ajouter pour un volume de tampon de lyse : 
- 0,1 volume d'une solution d' acétate de sodium 2M, pH 4,0. 
- 1 volume de phénol saturé en citrate de sodium 0,lM (4°C) 
- 0,2 volume de chloroforme. 
Mélanger après chaque addition. 
5- Mélanger vigoureusement la suspension finale et refroidir sur glace pendant 20 
minutes. 
6- Centrifuger à 8000 RPM pendant 20 minutes à 4 °C. 
7- Prélever délicatement la phase aqueuse (supérieure) et la déposer dans un nouveau 
tubeCorex (USA) de 30 ml. Eliminer la phase organique. 
8- Ajouter 1 volume d'isopropanol. Mélanger vigoureusement et laisser précipiter 
pendant une heure à -20°C. 
9- Centrifuger à 10500 RPM pendant 20 minutes à 4 °C. Eliminer le surnageant et 
resuspendre le culot dans 2 ml de tampon de lyse. 
10- Ajouter 0,5 ml d'acétate d' ammonium à pH 7,5 et 7,5 ml d'éthanol 100 %. 
11- Précipiter la nuit à -20°C. 
12- Centrifuger à 12000 RPM pendant 20 minutes à 4°C. 
13- Laver le culot d' ARN au moyen de 5 ml d' éthanol à 4°C. 
14- Centrifuger à 12000 RPM pendant 20 minutes à 4°C. 
15- Décanter le surnageant au maximum. Sécher le culot à l'air libre. 
16- Resuspendre le culot dans 100 µl d'eau distillée RNAse-free. 
17- Estimer la quantité et la pureté d' ARN total par mesure des absorbances à 260 et 
280 nm au spectrophotomètre. 
18- Avant utilisation, l' ARN est conservé à -20°C. 
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P.) Vérification de la qualité des I' ARN sur gel d'agarose 1 °/o 
L' ARN formant beaucoup de structures secondaires, le gel d'électrophorèse doit être 
conçu pour dénaturer l 'ARN de manière à ce que ce dernier migre selon sa taille réelle et non 
selon sa structure secondaire. Pour cela, le gel d'agarose simple, décrit dans le paragraphe D, 
doit être modifié en ajoutant du MOPS et du formaldéhyde. Tout le matériel doit être RNAse-
free. 
P .1.) Matériel 
Gel d'agarose 1 % (pour 150 ml) Eau distillée RNAse-free : 115,4 ml 
Agarose : 1,5 g (Gibco BRL, Gaitherburg, 
USA.) 
MOPS 20 X: 7,5 ml 
Formaldéhyde 37 % : 27 ml 
MOPS20X MOPS 0,4 M: 41 ,86 g 
Acétate de sodium: 16,67 g (Merck, 
Darmstadt, Allemagne) 
EDT A 20 mM : 20 ml (Merck, Darmstadt, 
Allemagne) 
Ajouter 370 ml d'H2O-DEPC 
PH7,0 
Porter à 500 ml 
Formamide Sigma (St Louis, USA) 
Formaldéhyde Belgolabo (Overijse, Belgique) 
MOPS Sigma (St Louis, USA) 
DYE pour ARN 0,25 % bleu de Bromophénol (Acros, Geel, 
Belgique) 
50 % de glycérol (Merck, Darmstadt, 
Allemagne) 
1 mM EDT A (Merck, Darmstadt, Allemagne) 
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P.2.) Méthode 
1- Dans un Erlenmeyer RNAse-free de 280 ml, déposer 115,4 ml d'H2O-DEPC, 27 ml 
de tampon MOPS 20X et 1,5 g d'agarose. Porter à ébullition. 
2- Refroidir 
3- Ajouter le Formaldéhyde à 37% 
4- Couler le gel et laisser polymériser pendant une heure 
5- Immerger le gel dans du tampon MOPS IX (tampon d'électrophorèse) et réaliser un 
pré-run de 5 minutes à 60 Volts. 
6- Préparer les échantillons : 
-3 µg d' ARN dans un volume de 4µ1 d'eau stérile 
-Formamide: 7,5 µl 
-MOPS 20 X: 0,75 µl 
-Formaldéhyde : 2, 7 µl 
-Mélanger et dénaturer 15 minutes à 65°C. 
-Déposer immédiatement sur glace pendant 2 minutes. 
-Centrifuger briévement. 
-Ajouter 2 µl de Bromure d'éthidium. 
-Ajouter 0,5 µl de colorant pour RNA. 
7- Déposer les échantillons dans les puits. 
8- Migration 60 V pendant 2 heures. 
1 Q.) Purification des ARN messagers 
0.1.) Principe 
Les ARN messagers ne représentent seulement que 1 à 5 % del' ARN cellulaire total. 
Cette quantité varie en fonction du type cellulaire et de l'état physiologique de la cellule. Le 
pourcentage restant est représenté par les ARN ribosomiaux et de transferts. On pense en 
général qu'il y a 500000 ARNm par cellule de mammifère, dont de 10000 à 30000 différents. 
Certains messagers représentent 0,5 % du pool total d' ARNm, d'autres en-dessous de 0,01 %, 
ces derniers sont appelés « rares », soit moins de 10 copies par cellule. 
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Nous avons utilisé le kit Oligotex-dT de Qiagen pour purifier les ARNm à partir des 
ARN totaux. Cette technique se base sur la présence à l'extrémité 3' des ARNm d'un 
homopolymère de 20 à 250 adénosines (queue de poly-A). Il est dès lors aisé de séparer les 
ARNm en utilisant un support solide sur lequel sont greffés des poly-dT. Le support solide 
utilisé dans ce kit consiste en des particules de latex Oligotex. Les ARN messagers vont 
s' hybrider sur les poly-T couplés sur les particules de latex. Plusieurs lavages de ces dernières 
vont permettre l'élimination des ARN structuraux. Ensuite, les ARNm seront déshybridés du 
poly-T en diminuant la force ionique. 
0.2.) Matériel 
Suspension O/igotex 10 % de particules O ligotex dans : 
-10 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
-500 mM Na Cl -1 m 
-EDTA 
-0,1 % SDS 
-0,1 % NaN3 
(Qiagen, Chatsworth, USA) 
Tampon de liaison 2x -20 mM Trsi-HCl (pH 7,5) 
-1000 mM NaCl 
-2mMEDTA 
-0,2 % SDS 
(Qiagen, Chatsworth, USA) 
Tampon d'élution -5 mM Tris-HCI (pH 7,5) 
(Qiagen, Chatsworth, USA) 
Tampon de lavage -10 mM Tris-HCI (pH 7,5) 
-150mMNaCl 
-1 mMEDTA 
(Qiagen, Chatsworth, USA) 
Centrifugeuse Centrifugeuse Biofuge Pico, Heraeus 
Sepatech, Hanau, Allemagne. 
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0.3.) Protocole 
Préparatifs : 
- Chauffer la suspension Oligotex à 37°C et le tampon d'élution à 70°C. 
- Bien mélanger la suspension juste avant l'usage. 
- Mélanger l'ARN total avec de l'eau, du tampon de liaison 2X et de la 
suspension Oligotex dans un Eppendorf en accord avec le tableau ci-dessous. 
ARN total ARN+ eau 2XTamponde Suspension Oligotex Volume total 
liaison 
0-250 µg 250 µl 250 µl 15 µl 515 µl 
2- Mélanger et incuber 3 minutes à 65°C. 
3- Incuber 10 minutes à température ambiante (RT). 
4- Centrifuger 2 minutes à 13000 RPM. Eliminer le surnageant. 
5- Resuspendre dans 400 µl de tampon de lavage, vortexer. Déposer sur une colonne 
du kit et centrifuger 30 secondes à 13000 RPM. Eliminer le filtrat. 
6- Laver la colonne avec 400 µl de tampon de lavage. Eliminer le filtrat. 
7- Eluer deux fois avec 20-100 µl de tampon d'élution préchauffé à 70 °C, pipetter 
quelques fois pour bien resuspendre la résine, centrifuger 30 secondes à 13000 RPM. 
Une deuxième élution sera réalisée avec le premier éluat. 
R.) Rétro-transcription des ARNm et marquage des ADNc 
R. l .) Principe 
La RT consiste en la synthèse d'un ADN complémentaire d'un ARNm servant de 
matrice. Celle-ci se fait de la queue de poly-A vers l'amont de la séquence en utilisant des 
amorces oligonucléotidiques constituées d'un poly-T plus quelques bases dont une variable, 
grâce à l'utilisation d'une rétro-transcriptase. Après dégradation de l'ARN ayant servi de 
matrice, l' ADN synthétisé est simple-brin. Les ADNc synthétisés réflètent directement la 
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proportion originelle des ARNm de départ. Les amorces utilisées étant biotinylées à 
l'extrémité 5', l' ADNc synthétisé servira donc directement de cible sur le damier. 
R.2.) Matériel 
Amorces oligonucléotidiques (27-mer) (Eurogentec, Seraing, Belgique.) 
Nom Séquence Tm # bases 
TVT-Biot 5 '-CGGCTGCAGTTTTTTTTTTTTTTTTVT-3' 66°C 27 
TVA-Biot 5 '-CGGCTGCAGTTTTTTTTTTTTTTTTV A-3' 66°C 27 
TVC-Biot 5 '-CGGCTGCAGTTTTTTTTTTTTTTTTVC-3' 68°C 27 
TVG-Biot 5' -CGGCTGCAGTTTTTTTTTTTTTTTTVG-3' 68°C 27 
Tampon5X 1 st strand buffer (Gibco, Gaitherburg, USA) 
DTT JOX DTT 0, 1 M (Gibco, Gaitherburg, USA) 
RNAse inhibitor Promega (Madison, USA) 
DNTpMix 5 mM chaque, Eurogentec (Seraing, 
Belgique) 
Rétrotranscriptase Superscript II, 200 U/µl (Gibco, Gaitherburg, 
USA) 
Acétate de sodium Merck (Darmstadt, Allemagne) 
Ethanol Merck (Darmstadt, Allemagne) 
Tampon Tris Fait à partir de : TRIS, Merck (Darmstadt, 
Allemagne) 
Tampon TE Stock 10 x: 
-10 mM TRIS (Merck, Darmstadt, 
Allemagne) 
-1 mM EDT A (Merck, Darmstadt, 
Allemagne) 
pH8 
Centrifageuse Centrifugeuse Biofuge Pico, Heraeus 
Sepatech, Hanau, Allemagne. 
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R.3.) Protocole (pour un tube) 
1- Mélanger la quantité d' ARNm (1 µg) voulue et les oligo-dT de manière à ce que ces 
derniers soient à une concentration de 73 pmol/µl. 
2- Ajouter de l ' eau RNAse-free pour arriver à un volume final de 27,5 µl. 
3- Dénaturer pendant 3 minutes à 65°C. 
4- Procéder à une étape« d'annealing » des oligo-dT à l' ARN pendant 10 minutes à 
25°C. 
5- Ajouter ensuite: 
- 10 µl de tampon 5 X 
- 5 µl de DTT 0, 1 M 
- 1 µl d ' inhibiteur de RNAse. (40 U/µl) 
- 5 µl dNTP Mix 
6- Ajouter 1,5 µl d ' enzyme (200 U/µl) 
7- Incuber à 3 7°C pendant 2 heures. 
8- Ajouter 4,1 µl d ' acétate de sodium 3M à 25°C, mélanger et ajouter 108 µl d' éthanol 
100 %, 25°C. 
9- Centrifuger 15 minutes à 13000 RPM, 25 °C. 
10- Enlever le surnageant et le garder en réserve. 
11- Laver le dépôt avec 500 µl d ' éthanol 80 % à 25°C, mélanger délicatement, 
prélever le surnageant et le conserver. 
12- Sécher sous vide pendant 3 minutes et resuspendre dans 10 µl TE en grattant bien 
la surface interne du tube où se trouve le dépôt. 
13- Incuber 3 minutes à 100°C et mettre de suite sur glace. 
14- Ajouter 2,5 µl de NaOH IN, incuber 10 minutes à 37°C. 
15- Neutraliser en ajoutant 2,5 µl de Tris-HCl 1 M pH 6,8 et 2 µl d 'HCI lM RT. 
16- Ajouter 1,4 µl d ' acétate de sodium 3M RT et 37 µl d'éthanol 100 % RT. 
17- Centrifuger 15 minutes à 13000 RPM, RT. 
18- Enlever le surnageant et le garder en réserve. 
19- Laver avec 500 µl d'éthanol 80 % à température ambiante, centrifuger 1 minute. 
20- Enlever le surnageant. 
21- Sècher sous vide 2-3 minutes, resuspendre dans de l'eau distillée pour arriver à la 
concentration désirée (9 µl). 
22- Chauffer à 65°C pendant 30 secondes. 
53 
Il. Matériels et méthodes 
23- Centrifuger 2 minutes à vitesse maximale pour éliminer les débris restants. 
24- Mettre dans un nouveau tube et conserver à -20°C. 
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III. Résultats et discussions 
1 A.) Stratégie du mémoire 
Le but de ce mémoire était l'élaboration d'un micro-damier permettant l'analyse de la 
variation de l'expression de gènes liés au vieillissement cellulaire. Dans un premier temps, 
nous devions réaliser et optimaliser ce micro-damier comprenant les séquences d'intérêts. 
Une fois ce biochips optimal, nous sommes passés à l'analyse de l'expression de ces gènes 
dans des cellules jeunes ou vieilles. 
Neuf gènes différentiellement exprimés au cours du vieillissement ont été 
sélectionnés: l'ARN messager des gènes codant pour la sous-unité III de la cytochrome c 
oxydase (CCOX), la GTP-a binding protein (GTP), Smooth Muscle Protein 22 (SM22), la 
fibronectine (FIB), l'ostéonectine (OST), l'apolipoprotéine J (APO-J), SS9 et l'al(I)-
procollagène (PRO) sont surexprimés au cours du vieillissement in vitro des fibroblastes 
humains (Dumont et al., soumis). 
Quand au neuvième, la sous-unité B de la phénylalanine tRNA synthétase (FRS-2), son 
ARNm est réprimé chez les cellules âgées (Gonos et al., 1998). 
Outre ces neuf gènes, le biochips contiendra un standard interne servant à normaliser 
l'expression cellulaire. L'expression de ce gène choisi comme référence doit être stable. Le 
gène sélectionné est celui codant pour la glycéraldéhyde-phosphate deshydrogénase 
(GAPDH). 
Une séquence trappeur appartenant au cytomégalovirus humain (HCMV) servira de 
contrôle négatif d'hybridation. 
La première étape de la réalisation du damier consiste en la synthèse des séquences 
appelées ADN-trappeurs qui seront fixées sur ce dernier. Les trappeurs seront synthétisés par 
PCR pour être ensuite fixés de façon covalente sur une lame de verre. 
Le choix de la taille des trappeurs influence fortement le rendement de l'hybridation sur 
support solide. Il a été montré qu'une taille d'environ 300 pb donne un rendement 
d'hybridation maximal (Zammatteo et al., 1997). Une taille moyenne de trappeur de 300 pb a 
donc été sélectionnée pour l'élaboration du microdamier. 
A partir du moment où les trappeurs sont fixés sur le verre, la seconde étape est de 
vérifier que leur cible complémentaire parvient à s'hybrider de manière spécifique. Pour cela, 
des ADN-cibles complémentaires aux ADN-trappeurs ont été produits par PCR en utilisant 
des amorces biotinylées. Ces ADN-cibles seront hybridés sur les damiers réalisés 
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précédemment. Afin d'optimaliser le biochips, plusieurs paramètres seront testés tels que la 
température, la spécificité et la sensibilité. 
Dans un dernier temps, le biochips sera utilisé pour analyser l'expression des gènes 
choisis au cours du vieillissement in vitro des fibroblastes humains. Des ARNm extraits de 
fibroblastes WI-38 jeunes et vieux seront rétrotransrits en ADNc. Ces deux populations 
d' ADNc-cibles seront hybridées sur deux damiers séparés. 
La rétrotranscription sera initiée par une amorce poly-dT complémentaire du site de 
polyadénylation des ARNm. Afin de s'assurer que les ADNc synthétisés puissent être mis en 
évidence, les séquences trappeurs on été sélectionnées à proximité du site poly-A de l'ARNm 
du gène correspondant. 
L'analyse des résultats nous permettra de comparer le taux d'expression de ces gènes 
entre les cellules jeunes et vieilles. 
B.) Caractérisation et séquençage des plasmides contenant les 
gènes d'intérêt 
La première étape de ce mémoire a été d'analyser les plasmides contenant les gènes 
d'intérêt afin de vérifier leur composition. Ces plasmides nous ont été donnés par E. Gonos et 
al (National Hellenic Research Foundation, Institute of Biological Research and 
Biotechnology, 48 Vas. Constantinou Ave., Athens 11635, Greece). Nous disposons de neuf 
plasmides différents contenant des fragments d' ADNc de rat dont les noms et les tailles sont 
repris dans le tableau suivant. 
Nom des gènes Tailles des inserts 
Cytochrome c oxydase (III) (CCOX) lKb 
SS9 0,7Kb 
.. 
GTP-a binding protein (GTP) 1 Kb 
Ostéonectine (ost) 1,1 Kb 
Fibronectine (fib) l,6Kb 
Smooth Muscle protein 22 (SM22) 0,7 Kb 
Phénylalanine tRNA synthase (FRS-2) 1,6 Kb 
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Figure 111.1.) Représentation schématique des environs du site 
multiple de clonage (SMC) du plasmide Bluescript SK, flanqué par des 
site de restriction PVUII. Une restriction par cet enzyme provoque la 
libération du SMC, soit 445 pb, et de son insert. 









Figure III. 2. Analyse par électrophorèse sur gel d'agarose 1,2 % de la restriction par 
PVUII des plasmides contenant les gènes d'intérêts. 10 µl des produits de restriction 
sont déposés par puits. 
-Piste 1 : marqueur de poids moléculaire Smart Ladder 
-Piste 2 : cytochrome c oxydase 
-Piste 3 : SS9 
-Piste 4 : ostéonectine 
-Piste 5 : APO J 
-Piste 6 : fibronectine 
-Piste 7 : procollagène 
-Piste 8 : SM22 
-Piste 9 : GTP 
-Piste 10: FRS-2 
-Piste 11 : marqueur de poids moléculaire Smart Ladder 
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Apolipoprotéine J (APO J) 1,5 Kb 
al (l)-procollagène (PRO) 1,1 Kb 
Ces fragments de gènes sont clonés dans le plasmide Bluescript SK d'une taille de 2,96 Kb. 
Des bactéries E. Coli Sure compétentes ont été transformées par ces plasmides. 
Afin de créer les trappeurs qui seront fixés sur la biochips, la séquence des différents 
ADNc dont nous disposons doit être connue. Dans un premier temps, les souches de E. Coli 
Sure contenant les plasmides ont été mises en culture et des préparations d'ADN plasmidiques 
ont été réalisées. Les plasmides seront extraits des cultures par minipréparation ou par 
maxipréparation suivant nos besoins. Dans un premier temps, les plasmides seront analysés 
par des restrictions. 
B. l.) Restrictions 
Les plasmides isolés ont été tout d'abord caractérisés par restriction. Une première 
restriction des plasmides a été faite avec l'enzyme PVUII comme expliqué dans le chapitre II. 
Cet enzyme permet le relargage de l'insert en coupant de part et d'autre du site multiple de 
clonage du plasmide (figure III. l .). Pour chaque restriction il doit donc y avoir au minimum 
deux bandes. La plus grande, de 2515 pb, correspond au plasmide libéré de son insert. La 
deuxième bande doit correspondre à la taille de l'insert incrémenté des 455 pb correspondant 
au site multiple de clonage du plasmide. De plus, pour certains gènes plus de deux bandes 
seront observées. Cela signifie que l'insert lui-même possède en sa séquence un ou plusieurs 
sites de restriction pour l'enzyme PVUII. 
Au vu des résultats, il est possible de tirer plusieurs conclusions. Tout d'abord, les 
plasmides contenant les fragments CCOX, SS9, ostéonectine, fibronectine, SM22, GTP et 
APO-J possèdent un profil de restriction correspondant aux tailles attendues (figure III.2.). 
Dans le tableau ci-dessous sont reprises les tailles attendues des bandes sur le gel 
d'électrophorèse pour chacun des plasmides. 
Plasmides 
ccox 
Tailles attendues pour la 




Tailles attendues pour la 
bande correspondant au 
plasmide sans son SMC. 
2,5 Kb 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 111213 14 
- 23,13 (kb) 
--!'!!!t:----- 9,42 
6 , 56 
4 , 36 
2 , 32 
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Figure 111.3.) Analyse par électrophorèse sur gel d'agarose 1 % des 
restrictions PVUII et ECORI des plasmides contenant FRS-2, APO-J 
et PRO. 
Piste : 
-1 : marqueur de poids moléculaire I 
-2 : restriction par PVUII du plasmide contenant FRS-2 
-3 : restriction par ECORI du plasmide contenant FRS-2 
-4 : plasmide contenant FRS-2 non restreint 
-5 : restriction par PVUII du plasmide contenant APO-J 
-6 : restriction par ECORI du plasmide contenant APO-J 
-7 : plasmide contenant APO-J non restreint 
-8 : restriction par PVUII du plasmide contenant PRO 
-9 : restriction par ECORI du plasmide contenant PRO 
-10 : plasmide contenant PRO non restreint 
-11 restriction par PVUII du plasmide contenant PRO, autre souche 
-12 : restriction par ECORI du plasmide contenant PRO, autre souche 
-13 : plasmide contenant PRO non restreint, autre souche 
-14 marqueur de poids moléculaire I 
Ill. Résultats et discussions 
SS9 1,1 Kb 2,5 Kb 
OST 1,5 Kb 2,5 Kb · 
APO-J 2Kb 2,5 Kb 
FIB 2Kb 2,5 Kb 
PRO 1,5 Kb 2,5 Kb 
SM22 1,1 Kb 2,5 Kb 
GTP 1,4 Kb 2,5 Kb 
FRS-2 2Kb 2,5 Kb 
Aucune bande n'a été observée pour la restriction du plasmide correspondant à APO-J 
(figure III.2.). Ceci suggère l'absence du plasmide, supposé être présent dans l'échantillon. 
Le plasmide contenant le fragment procollagène présente un profil tout à fait aberrant. 
En effet, une seul bande, d'environ 5 Kb est observée (figure III.2.). 
Pour le plasmide contenant le fragment FRS-2, un profil avec une bande de 2,5 Kb et 
une autre de 1,4 Kb a été observée. Cette dernière est inférieure à la taille attendue de l'insert, 
soit 2 Kb (figure III.2.). 
Pour caractériser les inserts n ' ayant pas donné le résultat attendu (PRO, FRS-2 et 
APO-J), d'autres restrictions ont été réalisées sur des plasmides nouvellement préparés. Ces 
restrictions ont été réalisées avec les enzymes PVU II et ECORl. L'enzyme ECORl coupe le 
plasmide en un seul endroit, ce qui induit sa linéarisation. Les plasmides restreints par 
ECORl doivent donc présenter une taille de 2,9 Kb à laquelle doit être ajouté la taille de 
l'insert. 
10 µl des produits des restrictions ont été déposés sur gel d' agarose 1,2 % ainsi que 10 µl de 
plasmides non restreints (figure III.3.). 
Pour le plasmide contenant le fragment de cDNA de l'APO-J la restriction par PVUII 
semble donner un profil correct. La bande de 2,5 Kb est bien présente ainsi que les deux 
autres bandes correspondant à l'insert lui-même restreint, soit 2 Kb total (figure III.3.). 
En ce qui concerne le plasmide contenant le fragment FRS-2, une bande de 2,5 Kb est 
observée. Les deux autres bandes correspondent à l'insert restreint, dont les tailles 









Utilisation des amorces M13 pour l'amplification des inserts 
Figure 111.4.) Représentation schématique de la PCR réalisée avec les amorces M13 situées 
de part et d'autre du site de clonage du plasmide Bluescript SK. Il y a amplification du site de 
clonage et de l' insert. 











Figure 111.5.) Analyse par électrophorèse sur gel d'agarose 1,2% de l'amplification 
par PCR des inserts. 
10 µl de chaque PCR ont été déposés sur le gel. 
-Piste 1 : marqueur de poids moléculaire Smart Ladder 
-Piste 2: cytochrome c oxydase (1,2 Kb) 
-Piste 3 : SS9 (0,9 Kb) 
-Piste 4: ostéonectine (1,3 Kb) 
-Piste 5 : APO J (1,7 Kb) 
-Piste 6 : fibronectine (1,8 Kb) 
-Piste 7 : procollagène (1,3 Kb) 
-Piste 8 : SM22 (0,9 Kb) 
-Piste 9: GTP (1,2 Kb) 
-Piste 10: FRS-2 (1,8 Kb) 
-Piste 11 : blanc PCR 
-Piste 12: marqueur de poids moléculaire Smart Ladder 
III. Résultats et discussions 
En restriction ECORl, les plasmides contenant les fragments APO-J et FRS-2 
présentent une seule bande, correspondant à la linéarisation du plasmide. La bande du 
plasmide contenant le fragment APO-J est à la taille attendue, soit plus ou moins 4 Kb. Celle 
pour le plasmide contenant le fragment FRS-2, est également de la taille attendue (figure 
III.3.). 
Les profils de restriction par ECORI et PVUII du plasmide contenant le fragment de cDNA 
de l'a-l(I) procollagène sont toujours aberrants (figure III.3.). 
B.2.) PCR 
Dans un second temps, nous avons voulu vérifier l'intégrité des plasmides contenant 
les cDNA d'intérêt en les amplifiant par PCR. Ceux-ci étant clonés dans un même plasmide, 
les amorces M13 « forward » et« reverse » du plasmide Bluescript SK seront utilisées dans 
tous les cas (Figure III.4.). Ces amorces (reprises dans le tableau ci-dessous), situées de part et 
d'autre du site multiple de clonage (SMC), permettent l'amplification de l'insert cloné à 
l'intérieur de ce dernier. Les tailles observées sur gel après PCR devront être celles des inserts 
auxquelles on ajoute 0,2 Kb du SMC. 
Tm Nombre de 
Nom Séquence (2AT+4GC) bases 
M13 forward 5 '-GT AAAACGACGGCCAGT-3' 52.0°C 17 
M13 reverse 5 '-GGAAACAGCTATGACCATG-3' 56.0°C 19 
Pour l'analyse des amplicons, 10 µl de chaque réaction PCR ont été déposés sur gel 
d' agarose 1,2 %. 
Les tailles des bandes observées sur le gel correspondent aux attentes pour APO-J, 
OST, FIB, SM22, SS9, GTP, FRS-2 et CCOX (figure III.5.). Le tableau ci-dessous reprend 
les tailles attendues pour chaque insert : 
Inserts Tailles attendues 
ccox 1,2Kb 
SS9 0,9Kb 
OST 1,3 Kb 
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APO-J 1,7Kb 
FIB 1,8 Kb 
PRO 1,3 Kb 
SM22 0,9Kb 
GTP 1,2Kb 
FRS-2 1,8 Kb 
Aucune bande n'est visible pour le procollagène : il n'y a pas eu d'amplification. 
La connaissance des séquences des ADNc des gènes d'intérêt est une condition 
primordiale pour l'élaboration des trappeurs. De ce fait, un séquençage des inserts a été 
effectué sur chacun des plasmides. 
Après ces expériences préliminaires, nous pouvons donc dire que tous les plasmides 
sont corrects et, de ce fait, utilisables pour nos futures expériences, à l'exeption de celui qui 
contient le cDNA de l'a-1 (1)-procollagène. 
B.3.) Séquençage 
Les mêmes amorces M13 ont été utilisées pour le séquençage. L'amorce M13 sens 
("forward") permet de séquencer le brin antisens et l'amorce M13 antisens ("reverse") le brin 
sens. Une fois le séquençage effectué, les séquences partielles obtenues ont été comparées 
avec les banques de données d'acides nucléiques grâce au programme BLAST. 
Les valeurs (E-value) données par ce programme sont des probabilités de 
reconnaissance fortuite. C'est la probabilité que les deux séquences alignées ne soient pas 
identiques. Plus la probabilité est faible, plus l'identité sera très élevée. 
De cette manière six séquences ont été déterminées. La GTP, SM22, CCOX, APO-J, 
OST et FIB ont été identifiées avec une haute probabilité. Dans le tableau ci-dessous sont 










Pour SS9, le séquençage a donné de bons résultats. Néanmoins il est inconnu dans les 
banques consultées. SS9 est, de fait, une nouvelle séquence codante dont la fonction est 
toujours inconnue (Gonos et al., 1998). Un séquençage total du cDNA aurait donc été 
nécessaire pour pouvoir élaborer un trappeur, cependant, nous n'avons pas persévéré compte 
tenu du temps imparti pour ce travail. 
Le séquençage du procollagène n' a donné aucun résultat, ce qui était prévisible vu les 
résultats précédents. 
FRS-2, malgré plusieurs essais, n'a pu être séquencé. 
La technique de séquençage utilisée dans le paragraphe II.G. a été optimalisée. Nous 
avons changé plusieurs paramètres comme le séchage du culot final sous-vide ou à l' air libre, 
la quantité du mix PCR, les températures, l' ajout d'acétate de sodium . ... Même en utilisant ce 
protocole optimalisé, le procollagène et FRS-2 n'ont pu être séquencés. Ils ne seront donc pas 
pris en compte dans nos expériences futures. 
En conclusion, les six gènes que nous sommes parvenus à séquencer seront utilisés 
dans la suite de ce travail pour mettre au point la biochips. Ces six gènes sont : la sous-unité 
III de la cytochrome c oxydase, la fibronectine, l'ostéonectine, la GTP binding protein, 
l'apolipoprotéine Jet SM22. 
1 C.) Synthèse des ADN-trappeurs 
Le séquençage des différents inserts nous a permis de définir les séquences des 
amorces permettant la synthèse par PCR de nos trappeurs. Ces amorces devront être de taille 
et de composition proche. Ce afin d'obtenir une température de « melting » (Tm) analogue 
pour chaque paire d'amorces. Les amorces « sens » seront aminées à leur extrémité 5' afin de 






-•-- •• : amorces internes 
Figure 111.6.) Représentation schématique de la situation des amorces utilisées 
pour la production des ADN-trappeurs. 
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Figure 111.7.) Analyse par électrophorèse sur gel d'agarose 1,2 % des produits PCR 
pour la synthèse des trappeurs. Deux réplicats et un blanc pour chaque insert. 10 µl 
de chaque PCR ont été déposés 
A B 
1 : Smart Ladder 
2 : GTP (230 pb) 
3 : GTP (230 pb) 
4 : GTP (blanc) 
5 : SM22 (283 pb) 
6 : SM22 (283 pb) 
7 : SM22 (blanc) 
8 : OST (309 pb) 
9 : OST (309 pb) 
10 : OST (blanc) 
11 : Smart Ladder 
1 : Smart Ladder 
2 : FIB blanc 
3 : FIB (270 pb) 
4 : FIB (270 pb) 
C 
1 : CCOX (340 pb) 
2 : CCOX (340 pb) 
3 : Smart Ladder 
D 
1 : APO-J (blanc) 
2 : APO-J (297 pb) 
3 : APO-J (297 pb) 
4 : Smart Ladder 
III . Résultats et discussions 
Les trappeurs seront du même ordre de taille se situant entre 230 et 340 pb. En effet, si 
les tailles sont proches, les conditions d'hybridation pourront être similaires pour chacun des 
trappeurs. 
Les séquences des amorces permettant cette synthèse sont reprises dans le tableau ci-dessous. 
Noms des Tm 
amorces Séquence 3 '• 5 ' (2AT+4GC) # bases 
APOJ-S CGGCTCGGGGCTGGTTGGTC 70.0°C 20 
APOJ-AS ATGAGGCTGCGGACCAAGCG 66.0°C 20 
CCOX-S CATCACAGCCTAATAGAAGG 58.0°C 20 
CCOX-AS ATCCTCATCAATAGATAGAAAC 58.0°C 22 
Fibro-S GCGATCCCCATGAAGCAACGTGT 72.0°C 23 
Fibro-AS CGTCCAACGGCATGAAGCATTCAA 72.0°C 24 
SM22-S TGGAGATCCCAACTGGTTTAT 60.0°C 21 
SM22-AS ATGTGCAGTCATCTTTGCCC 60.0°C 20 
GTP-S CCATCTCTGTGATCCTGTTC 60.0°C 20 
GTP-AS GTAGCAGTAGTGACGCCCAT 62.0°C 20 
OST-S CTTGGGCAAGGACGCTGTGA 64.0°C 20 
OST-AS TTGAGTCTCACTTTCCTGTAGC 64.0°C 22 
GAPDH-S CGTCTTCACCACCATGGAGA 62.0°C 20 
GAPDH-AS CGGCCATCACGCCACAGTTT 64.0°C 20 
Une représentation schématique de la PCR se trouve en figure III.6. 
Pour la synthèse de chaque trappeur, deux réplicats ainsi qu'un blanc PCR ont été 
réalisés. 10 µl de chaque produit PCR ont été déposés sur un gel d'agarose 1,2 %. 
Les profils d'électrophorèse des trappeurs synthétisés par PCR à partir de ces amorces 
internes aux inserts correspondent aux tailles attendues (Figure IIl.7.). Le trappeur de la 
CCOX à une taille de 340 pb (III.7.C), celui d'APO-J de 297 pb (III.7.D), celui de l'OST de 
309 pb (III.7.A), celui de la FIB de 270 pb (III.7.B), celui d'SM22 de 283 pb (III.7.A) et celui 
de la GTP de 230 pb (III.7.A). 
Chaque produit PCR a été purifié et quantifié. 
La position des trappeurs à l'intérieur de la séquence des gènes est représentée en 
annexe. 
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Figure 111.8.) Analyse par électrophorèse sur gel d'agarose 1,2 % 
des produits PCR pour la synthèse des cibles tests. 
Piste : 
- 1 : marqueur de poids moléculaire I 
-2: CCOX (1,2 Kb) 
-3 : FIB (1,8 Kb) 
-4: OST (1,3 Kb) 
-5 : SM22 (0,9 Kb) 
-6 : APO-J (1,7 Kb) 
-7 : GTP (1,2 Kb) 
-8 : blanc PCR 
-9 : marqueur de poids moléculaire I 
III . Résultats et discussions 
En plus de ces six gènes, deux autres séquences trappeurs seront ajoutées au damier. 
L'une servant de contrôle négatif de l'hybridation (partie de séquence du cytomégalovirus 
humain), et l'autre de standard interne (glycéraldéhyde phosphate déshydrogénase). De 
nombreuses expériences utilisent cet « house-keeping gene » comme standard interne (Kr Se 
et al, 1999). En effet, la présence sur les damiers d'un gène dont l'expression ne varie pas est 
nécessaire pour normaliser les variations obtenues. La séquence trappeur CMV sera 
synthétisée par PCR à partir d'un plasmide PAT154 contenant l'exon 4 de HCMV. 
La séquence trappeur pour la GAPDH sera synthétisée à partir d' un produit de RT-PCR 
réalisé sur des ARNm de fibroblastes IMR-90 (C. Frippiat). 
1 D.) Synthèse des ADN-cibles tests 
Les ADN-cibles tests pour les optimalisations de l' hybridation sur les damiers seront 
synthétisés par PCR en employant les amorces M13 biotinylées. Cette PCR a été réalisée sur 
les six plasmides suivant: CCOX, SM22, OST, FIB, APO-J et GTP. 10 µl de chaque PCR 
seront déposés sur un gel d' agarose 1,2 %. 
Le gel réalisé après la PCR est présenté à la figure III.8. Les résultats doivent être les mêmes 
que ceux obtenus lors de l'analyse des plasmides par PCR (voir paragraphe A.2.). Les tailles 
correspondent aux attentes. 
Chaque produit a été purifié et quantifié afin de pouvoir contrôler la quantité qui sera 
hybridée sur les damiers. 
Dans le tableau récapitulatif ci-dessous sont données les tailles des trappeurs et des 
cibles. 
GENES TRAPPEURS CIBLES 
ccox 340 pb 1,2 Kb 
APOJ 297pb 1,7 Kb 
OST 309 pb 1,3 Kb 
FIB 270 pb 1,8 Kb 
SM22 283 pb 0,9 Kb 
GTP 230 pb 1,2 Kb 
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-Réplicats 
0 0 0 0 
0 0 0 0 
0 0 0 0 
0 0 0 0 Gènes répartis en 
0 0 0 0 colonnes 
0 0 0 0 
0 0 0 0 
0 0 0 0 
Figure 111.9.) Représentation schématique du microdamier. Le nombre de gène ainsi que l'ordre 
de ceux-ci ne seront pas identiques d'une expérience à l'autre. Il y aura trois ou quatre réplicats. 
III. Résultats et discussions 
GAPDH 300 pb 
CMV 257 pb 
E.) Fixation des trappeurs sur le verre 
Les micro damiers ont été réalisés de la manière suivante : chaque ligne de spots correspondra 
à un trappeur, donc à un gène. Il y aura sur le damier quatre ou trois réplicats pour chaque 
gène, les damiers auront donc quatre ou trois colonnes (figure III.9). Dans un premier temps, 
il n'y aura pas de contrôle négatif CMV. En revanche, seule une cible sera déposée par lame. 
Ce faisant il n'y aura qu' un seul gène allumé, les autres ne devant montrer aucun signal feront 
donc office de contrôles négatifs. Cela permettra de mesurer la spécificité du biochips. 
Quand l' hybridation sera réalisée à partir d' ADNc provenant d' une rétro-transcription 
sur des extraits d ' ARN, la GAPDH, contrôle interne pour la normalisation, et une partie de 
CMV servant de contrôle négatif, seront ajoutés. 
F.) Optimalisation de l'hybridation 
Les ADN-cibles synthétisés par PCR nous permettront de réaliser des tests 
d'hybridation sur les différents trappeurs composants les micro-damiers. Afin d'optimaliser 
l'hybridation sur ces damiers, différents paramètres d'hybridation seront étudiés. 
F .1.) Influence de la température. 
a.) Conditions 
Le but de cette expérience est d'étudier l'effet de la température sur l'hybridation afin 
de déterminer la température optimale. 
Les différentes températures testées sont 65°C, 70°C et 85°C. Ce test a été réalisé sur un 
damier comportant quatre trappeurs (GTP, FIB, OST, SM22), mais seul l' ADN-cible de 
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Figure 111.10.: Scanning des damiers et quantification des signaux 
d'hybridation. Influence de la température sur l'hybridation . 30 fmoles 
de cible ostéonectine ont été hybridées à trois températures différentes 
sur des damiers portant les trappeurs GTP, FIB, OST et SM22. Les 
valeurs sur le graphique sont exprimées en RATIO, c'est-à-dire le rap-
port signal/bruit. 
III. Résultats et discussions 
La quantité de cibles hybridée est de 30 fmoles pour toutes les températures. 
b.) Résultats et analyse 
Après révélation par précipité de sels d'argent, nous pouvons visualiser la diminution 
de l'intensité du signal au fur et à mesure que la température augmente (Figure III. l O.). Les 
résultats sont confirmés après quantification (avec le logiciel NIH Image) des signaux 
d'hybridation. 
Pour les autres expériences, la température de 65°C a été utilisée, car c'est cette température 
qui donne les signaux les plus élevés. Il est à noter que pour toutes les températures testées, la 
spécificité de l'hybridation est parfaite puisque l'ADN-cible OST ne s'accroche que sur le 
trappeur lui correspondant. 
F.2.) Etude de la spécificité 
a.) Conditions 
Le but de cette expérience est de déterminer la spécificité des trappeurs. Il faut s'assurer que 
chaque trappeur ne reconnaisse que leur cible, sans quoi les réactions croisées empêcheraient 
toute tentative d'analyse. 
L'expérience a été réalisée avec quatre gènes: GTP, FIB, OST, SM22. Chaque damier 
est composé de quatre colonnes (réplicats) et de quatre lignes (gènes). Sur chaque lame, trois 
damiers ont été réalisés. Sur une lame n'a été déposée qu'une seule cible, à des quantités 
différentes pour chaque damier : 100, 30 et 10 fmoles. 
La température utilisée est 65°C, comme déterminée dans l'expérience précédente. 
b.) Résultats et analyse 
A la figure III.11. et 12. sont présentés les résultats de la révélation à l'argent et de la 
quantification. 
D'une part, le signal correspond à la cible hybridée. 
Il y a donc très peu d'hybridations non spécifiques. On peut supposer que la faible 
hybridation non spécifique provient d'une insuffisance des lavages de l'aiguille déposant les 
trappeurs lors de la fixation car cette non spécificité est visible uniquement sur la ligne qui 
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Figure 111.11.: Scanning des damiers de l'expérience sur de la 
spécificité d'hybridation à 65°C. Une seule cible par damier portant 
quatre types de trappeurs différents. Chaque cible est hybridée à 3 
quantités différentes : 10, 30 et 100 fmoles. Le troisième damier de 
la lame "OST" n'est pas représenté sur cette figure car un précipité 
central rendait impossible son interprétation. 
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Trappeurs 
Figure 111.12.) Quantifications des lames de l'expérience sur la spécificté. Ouatres gènes sont présents par damier. Trois quantités de cible sont 
hybridées : 1 oo. 30 et 1 o !moles, Pour chaque lame, c'est-à-dire pour chaque cible, nous observons bien que seuls les trappeurs correspondant 
sont significativement allumés, et ce à une Intensité proportionnelle à la quantité de cible hybridée. La température d'hybridation est de 65' C. 
• 100 lmolH 
• 30 fmolH 
a 10 fmof•• 
III. Résultats et discussions 
suit l'hybridation positive, cette ligne étant déposée juste après le trappeur positif. Il resterait 
donc de !'ADN-trappeur précédent sur l'aiguille lors du dépôt suivant. Il s'agit donc de 
contaminations croisées de trappeurs lors de la fixation. Les lavages des aiguilles devront être 
optimalisés pour les autres expériences. · 
Les problèmes de la révélation à l'argent sont ici évidents. L'argent précipite très 
facilement en présence de poussière ou dans le cas où il y a eu évaporation de la solution 
d'hybridation durant l'incubation. Ceci explique la variabilité du bruit de fond et l'absence du 
troisième damier de la troisième lame, qui présentait un précipité noir central rendant 
impossible toute analyse du damier. Cette variation devra être prise en compte lors de la 
quantification des spots. En effectuant un rapport signal/bruit, on peut éliminer de l'intensité 
des spots, celle du bruit de fond, et, de ce fait, obtenir l' intensité du signal spécifique. 
L'influence de plusieurs paramètres tels que la salinité, le temps d'hybridation, la 
concentration en trappeurs, ... ont été préalablement étudiés et optimalisés (Zammatteo, 1998) 
et ne seront pas réétudiés ici. 
Maintenant nous pouvons étudier la sensibilité de la méthode, puisque les conditions 
expérimentales ont été optimalisées. 
F.3.) Etude de la sensibilité 
a.) Conditions 
Il est important de définir la sensibilité des damiers. En effet, un des intérêts de la 
biochips est· de diminuer la quantité de matériel de départ à utiliser. Il faut donc que notre 
biochips soit sensible. Lors de cette expérience, différentes quantités d'ADN-cibles seront 
hybridées sur nos damiers. Nous savons déjà, de par l'expérience sur la spécificité, que nous 
pouvons détecter 10 fmoles de cibles. Nous reprendrons une quantité déjà testée, 30 fmoles. 1 
fmole de cible sera testée simultanément. 
La sensibilité sera testée pour les six gènes d'intérêt, à la température d'hybridation de 65°C. 
66 








Figure 111.13.) Scanning de l'expérience sur la sensibilité des damiers portant six 
gènes différents. Hybridation à 65°C en présence de deux quantités de cibles: 30 et 
1 fmoles pour les six gènes. 
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Figure 111.14.) Quantifications des signaux obtenus lors de l'expérience sur la sensibilité des damiers. Les valeurs présentées dans ces graphiques sont 
exprimées en RATIO. c'est à dire le rapport signal/bruit. 
III . Résultats et discussions 
b.) Résultats et analyse 
Lors de cette expérience, les lavages de l'aiguille ont été effectués dans une quantité 
plus importante de solutions de lavages (acétone et eau), cela a suffit à éliminer la présence 
des contaminations croisées observées dans l'expérience décrite au paragraphe précédent. 
Les résultats sont présentés sur la figure III.13 et 14. Nous observons que l'intensité 
de l'hybridation diminue proportionnellement avec la quantité de cibles hybridées. Un signal 
est encore détectable pour 1 fmoles. Néanmoins, pour la fibronectine et l' APO-J, l'intensité 
est très faible. Sur notre damier, ces deux gènes jouent donc un rôle de facteur limitant 
puisque ce sontles sensibilités les plus basses qui déterminent celle de tout le damier. Donc 
nous considérons que la limite se situe aux environs de 1 fmole pour 5 µl. Pour les autres 
trappeurs, les intensités sont encore suffisamment élevées, ce qui voudrait dire que nous 
pourrions détecter de plus petites quantités de cibles. 
Ces différences de sensibilité entre les cibles peuvent être en partie expliquées par la 
variation des tailles des ADN cibles hybridés. La fibronectine, 1,8 Kb, et l' APO-J, 1,7 Kb, 
sont les plus grandes de toutes les cibles, et produisent les signaux les moins intenses. 
L'hybridation pourrait être influencée par la taille del' ADN-cible, c'est à dira par le fait qu'un 
long fragment cible formerait plus de structures secondaires. De ce fait, il serait moins 
accessible pour l'hybridation sur son trappeur. Enfin, la taille du trappeur doit aussi avoir une 
influence sur l'hybridation. Il semblerait logique de penser qu' un trappeur de grande taille 
puisse être plus facilement accessible par I 'ADN-cible correspondant. Cette hypothèse 
permettrait d'expliquer les fortes intensités obtenues pour la CCOX et l'OST, qui possèdent 
les plus grands trappeurs. 
GENES Tailles des ADN-trappeurs Tailles des ADN-cibles 
ccox 340 pb 1,2 Kb 
APOJ 297pb 1,2 Kb 
OST 309pb 1,3 Kb 
FIB 270 pb 1,8 Kb 
SM22 283 pb 0,9 Kb 
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Figure 111.15.) Hybridation des cibles sur leur trappeur. En A, la séquence trappeur est 
complémentaire de l'extrémité 5' de la cible, l'hybridation est favorisée. 
En B, la séquence du trappeur reconnaît le milieu de la cible, il y a destabilisation de 
l'hybridation. 
III . Résultats et discussions 
Ceci ne peut être affirmé que dans le cas d'une étude systématique sur l'influence de la taille 
de l' ADN cible et de l' ADN trappeur sur l' hybridation. Cette étude n'a pas été effectuée. 
Dans le cas du dosage des ARNm les ADN cibles ne seront plus les ADN doubles brins d'une 
taille fixe produits par PCR mais bien des ADNc simple brins de taille variable, ceci change 
donc les paramètres du dosage et influence les rendements d'hybridations. 
Une deuxième explication pour ces différences d' intensité est la position du trappeur 
dans la séquence totale de l' ADN-cible. En effet, si trappeur et cible s'hybrident aux 
extrémités l'un de l' autre il y a peu de problèmes. Mais si la séquence du trappeur est située 
plus au centre de l'insert alors des problèmes stériques pourraient déstabiliser l'hybridation 
(Figure IIl.15.). Les distances approximatives qui séparent l' extrémité des trappeurs aux 
extrémités des ADN-cibles sont représentées ci-dessous. 
Gènes Distances approximatives 
SM22 190 pb 
OST 270pb 
FIB 700 pb 
GTP 100 pb 
ccox 200 pb 
APO-J 400pb 
La fibronectine et l 'APO-J montrent une plus grande distance. Ceci pourrait expliquer 
son intensité plus faible. Pour les autres, les distances sont comparables et ne permettent pas 
d'expliquer les différences d' intensités. 
Il est à noter que les intensités des spots sont, en général, plus faibles que lors de la 
première expérience (paragraphe E.2.), à 65°C. Ceci peut être dû à une quantité de trappeur 
fixée plus petite. Le tampon MES, utilisé à pH 6,5 pour la fixation d'ADN aminé sur le verre 
aldéhyde, pourrait être à l'origine d'un mauvais rendement de fixation des trappeurs. Ce 
tampon est très instable, et, de plus, son efficacité est très dépendante du pH. Lors de la 
fixation, la réaction d'attaque nucléophile entre l'aldéhyde de la lame et l'amine terminale du 
trappeur est elle aussi sensible au pH. Entre la première expérience et celle-ci, plusieurs 
semaines se sont écoulées, et même si le MES était conservé à 4 °C, ce temps a suffit pour 
qu'il se dégrade. 
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Une deuxième hypothèse peut être émise concernant cette baisse d'intensité des 
signaux. Les aldéhydes présents sur les lames peuvent, à l' air libre, s' oxyder très facilement 
en acides carboxyliques. La fixation des ADN aminés ne peut alors plus se faire . Au fil du 
temps, la lame contient donc de moins en moins de sites de fixation pour les trappeurs. De 
moins en moins de trappeurs sont fixés sur la lame et l ' hybridation diminue 
proportionnellement. 
F.4.) Conclusions 
Différents paramètres tels que la température, les lavages lors de la fixation sont 
maintenant optimalisés. La température de 65°C sera utilisée pour l'hybridation. 
Les ADN-trappeurs sont spécifiques des ADN-cibles directement complémentaires 
dans les conditions d'hybridations utilisées. 
Les optimalisation étant réalisées, nous passerons à l'hybridation d' ADNc représentant 
l'expression génétique des cellules jeunes ou vieilles. 
G.) Analyse de l'expression différentielle au cours du 
vieillissement 
L' expression des gènes d'intérêts a été étudiée dans des fibroblastes humains WI-38 
vieux et jeunes. Dans un premier temps des ARNm de fibroblastes jeunes, en passage G22, 
seront rétrotranscrits et les ADNc hybridés sur le damier. Ensuite des ARNm de fibroblastes 
en passage G45 seront rétrotranscrits et hybridés sur un autre damier. 
G. l .) Hybridation d' ADNc de cellules jeunes. 
a.) Conditions 
Cette expérience a pour but d'analyser l' expression des gènes représentés sur le micro-damier 
dans des fibroblastes jeunes. Les résultats seront comparés avec ceux obtenus avec des 
cellules vieilles. 
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Figure 111.16.) Scanning des damiers et quantifications des signaux obtenus lors de 
l'hybridation d'ADNc issus d'une extraction d'ARN de fibroblastes humains WI-38 en 
passage 22. Les lignes correspondent aux différents trappeurs, avec 4 réplicats pour 
chacun. La GAPDH nous sert de contrôle interne pour normaliser les comparaisons 
puisque ce dernier gène semble ne pas varier selon l'âge de la cellule. 
Pour le graphique, les RATIO correspondent au rapport signal/bruit. 
S=SM22, O=OST, G=GTP, A=APO-J, C=CCOX, F=FIB. 
III . Résultats et discussions 
Cette expérience a été réalisée en hybridant une population d' ADNc synthétisée à 
partir d' ARN total ou messagers extraits de fibroblastes WI-38 en passage G22. Trois 
expériences seront réalisées de front. Différentes rétrotranscriptions ont été réalisées à partir 
de différentes quantités d'ARN de départ, soit 1 µg d'ARN total, 0,01 µg d'ARNm et 1 µg 
d' ARNm. Le rendement de la RT est estimé à 50 %, donc 0,005 µg , 0,005 µg et 0,5 d ' ADNc 
ont été obtenus théoriquement après la rétrotranscription de 1 µg d' ARN total, 0,01 µg et 1 µg 
d'ARNm respectivement. Après rétrotranscription, 1/3 de chaque RT, soit 3 µl , a été hybridé 
sur des damiers identiques 
b.) Résultats 
La rétrotranscription de 1 µg d' ARNm a donné un signal en hybridation (figure 
III.16.) . La quantité d' ADNc obtenue pour les autres rétrotrancriptions est probablement trop 
faible que pour être détectée par le damier. Il faut noter qu'entre les deux valeurs calculées il 
y a un facteur 100. A ceci il faut ajouter les problèmes de sensibilité cités plus haut, et il est 
alors possible de prévoir une amélioration de la sensibilité avec, en parallèle, celle des 
conditions d'hybridations. 
L' intensité obtenue pour le gène de la GAPDH est plus élevée que pour les autres gènes 
analysés. Ceci pourrait s'expliquer en considérant que la GAPDH est le seul ~rappeur 
possédant un ADN-cible 100 % identique, puisqu'issus d'un ADNc humain. 
Etant donné que les trappeurs ont été synthétisés à partir d' ADNc de rat, il nous 
semble important d'effectuer des alignements de séquences entre les trappeurs et les ADNc 
humains afin de déterminer le pourcentage d'identité existant entre ces deux séquences et ce 
pour chaque trappeur. Le tableau ci-dessous reprend ces pourcentages. 
Trappeurs % d 'homologie avec la cible d'ADNc humain. 
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Figure 111.17.) Hybridation d'ADNc issus d'une extraction d 'ARN de 
fibroblastes WI-38 en passage G45. Pour le graphique, les valeurs 
d'intensité sont données en RATIO , à savoir le rapport signal/bruit. 
Un contrôle négatif d'hybridation a été ajouté, il s'agit d'une séquence 
de CMV. 
La GAPDH sert de contrôle interne pour normaliser les comparaisons . 
S=SM22 , O=OST, G=GTP, A=APO-J, C=CCOX, F=FIB. 
III . Résultats et discussions 
La GTP possède elle aussi un trappeur 100% homologue, sans présenter le même 
signal que la GAPDH. Cependant, il est impossible d'établir une corrélation entre les 
intensités et les pourcentages d'identités car il y a ici un deuxième facteur, qui est le taux 
d'expression de chaque gène. 
Nous avons montré qu'il est possible de détecter les différents ADNc correspondants 
aux gènes surexprimés durant le vieillissement dans une population d' ARNm rétrotranscrits. 
Ce qui est véritablement important c'est de pouvoir réaliser la même expérience sur des 
cellules vieilles et de comparer ensuite les résultats. 
G.2.) Hybridation d' ADNc provenant de cellules vieilles. 
a.) Conditions 
Le but de cette expérience est d'étudier l'expression des gènes d'intérêts dans des 
fibroblastes WI-38 en passage G45 et de comparer les signaux obtenus avec ceux de 
l'expérience précédente. 
En considérant les résultats précédents, la quantité nécessaire de matériel a utiliser durant la 
retrotranscription est de 1 µg d' ARN m. Après rétrotranscription le tiers du volume final de 9 
µl, donc 3 µl, a été déposé sur un damier sur lequel un contrôle négatif, un trappeur d'une 
séquence de CMV, a été ajouté afin de déterminer si les signaux obtenus sont bien issus d'une 
hybridation spécifique. Trois réplicats ont été faits pour chaque trappeur. 
Par la suite nous pourrons alors déterminer en comparant les expériences effectuées 
sur les cellules jeunes et vieilles les variations des taux d'expression entre ces cellules. 
b.) Résultats et analyse. 
Au vu des signaux obtenus, il semble exister une grande variation au niveau de 
l'expression des gènes analysés (figure III.17.). Des signaux élevés ont été obtenus pour les 
trappeurs SM22, OST, GTP et APO-J ; et des signaux plus faibles pour les trappeurs CCOX 
et la fibronectine. L'intensité de la GAPDH est moyenne. Les trappeurs qui présentent une 
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Figure 111.18.) Comparaison des signaux d'hybridation obtenus pour les fibroblastes en 
passage G22 et en passage G45. Toutes les valeurs sont rapportées aux sigaux de la 
GAPDH. Le contrôle négatif n'est pas indiqué car il était de la même valeur que le 
Background. 
S=SM22, O=OST, G=GTP, A=APO-J, C=CCOX, F=FIB. 
III . Résultats et discussions 
les 7000 pb. Cette taille d'ADN-cible est peut-être trop grande et pourrait interférer, par 
encombrement stérique, avec l'hybridation. 
L' ADN-cible de la CCOX doit être un ARNm issus d'une partie du génome 
mitochondrial codant pour plusieurs gènes comme l' ont montré les recherches dans les 
banques suite au séquençage. La partie reconnue par le trappeur correspond au gène de la 
sous-unité III de la cytochrome c oxydase. Comme un contrôle négatif de l'hybridation a été 
ajouté, il est possible de conclure que le trappeur CCOX reconnaît un ADN-cible spécifique. 
Un problème est survenu durant cette expérience. Sur le damier des irrégularités dans 
la précipitation sont présentes, pouvant entraver la quantification. Ces traces peuvent être dues 
à une infiltration du DPX, produit utilisé pour le scellage des lames lors de l'hybridation. Le 
DPX est une résine qui durcit à l'air libre, mais elle peut pénétrer sous la lame couvre objet et 
provoquer ce genre de traces sur la lame. De plus il semble qu'il y ait eu un manque de 
réaction dans la partie inférieure du damier, puisque les intensités sont très faibles. 
Afin d'analyser la variation d'expression de ces gènes au cours du vieillissement, les 
deux expériences précédentes ont été comparées. 
G.3.) Comparaison de l'expression des gènes dans les cellules jeunes et vieilles. 
Lors de la comparaison des résultats (figure III.18.) obtenus dans les deux expériences 
précédentes, soit l' expression de six gènes dans des cellules jeunes et vieilles , nous observons 
que les signaux obtenus pour le gène de la GAPDH sont différents d' une expérience à1'autre. 
Or la GAPDH ajustement été choisie parce qu'elle doit donner le même signal quel que soit 
l'âge de la cellule. Ceci peut-être la conséquence la variabilité d'une expérience à l'autre, ou à 
une erreur de quantification del' ARN utilisé, ou à une différence de rendement lors des RT. 
Afin de comparer les deux expériences nous avons« normalisé» les signaux de la GAPDH en 
divisant toutes les valeurs obtenues pour les différents gènes par la valeur de la GAPDH, et ce 
pour chaque expérience. De cette manière, les résultats seront exprimés en relation avec le 
taux d'expression de la GAPDH. 
Dans ce tableau sont repris tous les rapports d' expression: 
HEF Vieux/jeunes (Northem HEF vieux/jeunes (biochips) 
Blot) 
SM22 4,7 4,6 
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OST 1,9 4,8 
GTP 3,3 4,2 
APOJ 2,4 4,4 
ccox 1,8 1,2 
FIB 5,5 1,1 
Une augmentation significative d'expression des gènes SM22, OST, GTP et APO-J a 
pu être mise en évidence. Le niveau d'expression de ces gènes est bien plus importante dans 
les cellules vieilles par rapport aux cellules jeunes. 
P. Dumont, au cours de ses expériences sur les mêmes gènes durant le vieillissement en 
utilisant la technique de Northern Blot, a montré qu' entre des fibroblastes WI-38 jeunes et 
âgés il y avait des différences d'expression. Nous avons aussi indiqué dans le tableau les 
valeurs qu'il a obtenues par mesure de l'expression en Northern Blot. 
Pour les quatres premiers gènes, nous avons obtenu effectivement une augmentation 
importante de l'expression chez les cellules vieilles. 
Les valeurs pour la CCOX et FIB ne correspondent pas aux Northern Blots. Plusieurs 
explications sont possibles. Comme énoncée plus haut l' hypothèse de l' encombrement 
stérique pourrait jouer un rôle. Les cibles ne pourraient pas s'hybrider avec un rendement 
correspondant à leur quantité dans la population d' ADNc puisque leur taille constituerait un 
obstacle pour toute hybridation significative. D'autre part, un problème technique lors des 
réactions n'est pas à exclure. 
Il semblerait que la technique des biochips soit applicable à l'analyse de l'expression 
différentielle, mais il est nécessaire de continuer à améliorer la reproductibilité des résultats 
d'une expérience à l' autre, sans quoi la mise en évidence d'une différence d' expression sera 
biaisée. 
Ces expériences doivent être considérées comme une première tentative d'utilisation 
de cette nouvelle technologie. 
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III . Résultats et discussions 
1 A.) Conclusions et perspectives 
Le but de ce mémoire était donc de définir si la technique des biochips peut être 
appliquée à l'étude des modifications de l'expression génétique qui accompagnent le 
vieillissement normal des fibroblastes humains. 
Nous avons dans un premier temps analysé les plasmides Bluesript SK dans lesquels 
étaient clonés neuf gènes dont l'expression varie durant le vieillissement cellulaire. Ces gènes 
sont la sous-unité III de la cytochrome c oxydase, la fibronectine, l' ostéonectine, 
l'apolipoprotéine J, SM22, la GTP-a binding protein, SS9, FRS-2 et l'al(I)-procollagène. 
Il s'est avéré que deux de ces plasmides n'ont pu être séquencés, celui contenant 
l'al(I)-procollagène et celui contenant FRS-2. La synthèse des séquences trappeurs, condition 
nécessaire à l'élaboration du biochips, n'a pas pu être réalisée pour ces deux gènes. En 
conséquence, l'expression des gènes FRS-2 et PRO n'a pu être étudiée. Il eût été intéressant, 
pourtant, d'avoir FRS-2 sur nos damiers car c'est le seul des neuf gènes dont l'expression 
diminue avec le vieillissement. SS9 est inconnu à ce jour, et nous n'avons pas persévéré dans 
son séquençage total ce qui nous aurait permis d'élaborer le trappeur nécessaire pour la 
détection de ce gène dans les échantillon d'ADNc. 
Le biochips développé lors de ce travail nous a permis de suivre l'expression des 
gènes ostéonectine, apolipoprotéine J, Smooth Muscle protein 22 et GTP-a binding protein 
dans des fibroblastes jeunes et vieux. Une surexpression significative est observée pour ces 
gènes dans les cellules vieilles. En ce qui concerne l'expression de la fibronectine et de la 
CCOX, rien ne nous permet de dire qu'il y a un changement dans les cellules vieilles car 
l'intensité des signaux n'était pas significativement différente. Deux raisons hypothétiques, à 
savoir un problème technique ou une hybridation affectée par les grandes tailles de ces ADNc 
ont été émises. 
Dans la méthode d'élaboration des biochips utilisée ici, à savoir le dépôt d'ADN-
trappeurs préalablement synthétisés, la partie la plus laborieuse, et pourtant la plus cruciale, 
est justement la synthèse de ces derniers. Les PCR, les séquençages, les restrictions, les 
purifications, autant de techniques qu'il faut optimaliser pour arriver à la fin aux séquences 
trappeurs. 
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Même si les optimalisations restent nombreuses et difficiles, l'automatisation des 
expériences sur l'expression différentielle en général et durant vieillissement en particulier est 
un but intéressant, car une fois la biochips développée et optimale elle permettra une 
accélération des études. De même la quantité des gènes étudiés en une seule expérience peut 
être plus élevée que dans n'importe quelle autre technique, et, de ce fait, les comparaisons 
simultanées d'expression entre tous ces gènes sont possibles et directes. 
Mais pour être tout à fait précis dans les expériences il est primordial de standardiser 
toutes les étapes, de la fixation à la révélation, afin d'obtenir le moins de variabilité possible. 
La révélation à l'argent étant très sensible aux perturbations. Il est nécessaire de travailler 
avec du matériel propre, dépourvu de poussière ou de toutes autres traces provoquant des 
précipitations non spécifiques. Une alternative serait de nettoyer à l'eau distillée et à l'alcool 
les lames de verre (couvres-objets et portes-objets) juste avant les manipulations. De même 
pour le scellage de la chambre d'hybridation, il doit être absolu car la moindre évaporation de 
la solution d'hybridation va provoquer une perturbation dans les signaux. En cela, le scellage 
au DPX est fort aléatoire, on ne peut être sûr qu' aucune évaporation n'aura lieu lors de 
l'hybridation. De plus, le DPX pénètre parfois entre le porte-objet et le couvre-objet. Un autre 
procédé devrait être utilisé, comme par exemple une cassette hermétique de dimension à peine 
plus grande qu'une lame avec une atmosphère saturée de tampon d'hybridation dans laquelle 
serait enfermée le damier. 
La variabilité et la sensibilité de ce biochips peuvent être considérablement 
augmentées en employant des ADN-trappeurs humains. Rappellons que le biochips développé 
ici était constitué de trappeurs synthétisés à partir d'ADNc de rat. Comme nous voulions 
détecter des ADNc humains, les homologies entre cibles et trappeurs n'étaient pas totales, et, 
de ce fait, les rendements d'hybridations s'en trouvaient affectés. Si les trappeurs sont 
parfaitement complémentaires des cibles, ces problèmes d'homologies n'interféreront plus 
avec l'hybridation. 
De même, si les trappeurs sont tous à la même distance, la plus petite possible, du site poly-A 
de l'ARN-cible complémentaire, les probabilités de synthèse complète de la séquence 
complémentaire au trappeur seront identiques pour chaque ADNc-cible. 
Les aiguilles, si elles sont bon marché, ne sont pas identiques entre elles et provoquent 
des changements dans la forme et l'homogénéité des spots ( études réalisées par N. 
Zammatteo ). Si elles sont précises, très peu variables, elles sont aussi souvent très chères et 
fragiles au point de ne pas supporter les bains avec ultrasons. Il est important de trouver un 
compromis entre les deux. 
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Le tampon MES, s'il offre des caractéristiques propices à son utilisation dans la 
fixation d'ADN, n'en demeure pas moins instable. Soit il doit être vérifié avant chaque 
expérience, soit il faut trouver un autre tampon, plus stable mais avec les mêmes 
caractéristiques, à savoir pH 6,5 et l'absence d'amines qui interféreraient avec la réaction 
d'attaque nucléophile. 
Ces premiers résultats sont encourageants, mais il faudrait réitérer les tests afin de 
s'assurer de leur reproductibilité. La première chose à faire à l'avenir est de vérifier ces 
résultats. Il sera alors permis d'agrandir la chips avec d'autres gènes exprimés différemment 
au cours du vieillissement, et de réaliser ainsi un damier capable d'analyser simultanément 
beaucoup de variations inhérentes au vieillissement. 
On peut cependant s'interroger sur la qualité du contrôle négatif choisi dans ce 
mémoire, à savoir une séquence du cytomégalovirus humain. Il ne représente aucun ambiguïté 
pour le tests in vitro, par contre si on veut étudier des cellules issues de biopsies de peau par 
exemple, il y a toujours la crainte de la présence dans l'échantillon de ce virus. Dès lors le 
CMV serait une mauvais contrôle négatif de l'hybridation. 
Pascal T., dans ces travaux de "differential display" sur l'étude de l'expression des 
gènes au cours du vieillissement induit par des stress au t-BHP, a mis en évidence l'existence 
de plus de 150 gènes dont l'expression varie. Ce serait une grande perspective que d'inclure 
sur les damiers ces autres gènes, et étudier de ce fait le vieillissement prématuré induit par les 
stress 
Et, pourquoi pas, d'autres gènes impliqués dans des maladies considérées comme 
« gérontologiques ». On ferait ainsi d'une biochips un module d'exploration du vieillissement 
et des pathologies associées. Bien sûr, les maladies dites monogéniques sont peu nombreuses, 
mais si un seul marqueur génétique d'une certaine maladie est découvert, cela suffira pour 
l' inclure sur le damier. 
Il serait intéressant de posséder plusieurs contrôles internes pour la normalisation, afin 
d'être certain qu'une variation d'intensité soit bien un phénomène d'expression et non de 
reproductibilité faible. Les biochips seraient plus fiables et les résultats moins ambigus. 
La technique des biochips, si elle est prometteuse, n'en est encore qu'à ses débuts. 
Chaque nouvelle technique pose ses problèmes, ses désavantages et ses limites, et le biochips 
pose aussi les siens. 
En 2003 est prévu le séquençage complet du génome humain, et cet afflux de nouvelles 
informations aura besoin d'analyses précises que pourrait fournir la technique des biochips. Il 
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est donc important de perséverer dans l'amélioration de cette technique qui contient la 
promesse d'un outil polyvalent et rapide. 
Actuellement, les articles du monde scientifique traitent plus de la technique que des 
applications possibles. Pourtant, c'est par leurs applications que se promeuvent les nouvelles 
techniques. C'est pourquoi il faut voir ce mémoire comme étant une volonté de donner aux 
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3 61 aacagcctgtaccccgagggatccaagccagtgaaggtgcctgagaacccgccctccatg 
4 21 gtcttcaagcagatggaacaggtggctcaattcttgaaggcagctgaggattatggagtc 
4 81 acgaagactgacatgttccagactgttgacctctttgaaggaaaagatatggcagcagtg 
541 cagaggactgtaatggctttgggcagtttggccgtgaccaagaacgatggacactaccgt 
601 ggaga tcccaactggtt1atgaagaaagcccaggagcataagagggagt1cacagacagt 
661 caactgcaggaggggaagcac gtcattggccttcaaatgggcagcaacagaggggcctca 
721 caggctggcatgacaggctatgggcgaccccggcagatcatcagttagaaagggaaggcc 
7 81 agctctgagctgcagcatcctgct tagcctgcctcacccac gcctatataggttcttagc 














4 21 catgaagttctac gcac gc gtctgcaggagc ggctc ggggctggttggtc gccagc taga 
481 ggagtttctgaaccagagctcacccttcr.acttctggatgaacggggaccgcatcgacLc 
541 cc tgctggagagtgacc ggcagcagagcc aagt cc tagatgctatgc aggacagc ttc ac 
601 te gggc gtctggcatcatagatacgcttttccaggaccggttctrc::icccat gagcccca 
661 ggacatccaccatt.tctcccccatgggct.tcccacacaagcggcctcatttcttgtaccc 








1201 gtaccttcgggtctccacagtgacaacccattcttctgactcagaagtcccctctc gtgt 
1261 cactgaggtggtggtgaagctgtttgactctgaccccatcacagtggtgttaccagaaga 
13 21 agtctccaaggataaccctaagtttatggacacagtggcagagaaagcgctacaggaata 
13 81 ccgcaggaaaagccgcatggaatgagacagaagcatcagttttctatatgtaggagtctc 
1441 aaggagggaatctcccagctttccgaggttgctgcagacccctagagaactccacatgtc 
1501 tccagcgcctaggcctccaccccagcagcctctccttcctctgggttctgtactctaatg 
15 61 cctgcacttgatgctctgggaagaactgcttcccccac gcaactaatccaataaagccac 
1621 ttgccgat 
Séquence d'une partie de l'ADN mitochondrial comportant entre autre les trois sous-unités de 
la cytochrome c oxydase. La séquence grisée correspond au trappeur et se situe dans la zone 
de la sous-unité III de la CCOX. 
1 ataaatccaattaccctaaccattatttacttaaccacctttaaaggccgcctaatcacg 
61 acacttagcaccaacttaccaccaatatgagtaggattggaaataagccttttagctatc 




3 61 ggaattcccctacacattggattaatcttactaacatgacaaaaaattgctccactatca 













12 0 1 cgaaaatttagttaacagctaaataccctacttactggcttcaatctacttctccc gcct 
1261 atcagaaaagaggcgggagaagccttagtagaggagattctctacaccttcgaacttgca 
13 21 attcgacatgataatcaccttaaggctttttggtaaaaagggggctcaacccctgtcttt 
13 81 agatttacagtctaatgcttactcagccattttacctatgttcgtaaaccgttgactctt 
1441 ttcaactaaccacaaagatatcggaaccctctacctattatttggagcctgagcaggaat 
1501 agtagggacagctttgagtattctaattcgagctgaactaggacagccaggcgcactcct 

















25 81 catcatagctggcttcgtccactgattcccactattctcaggctataccctaaatgacac 
2 641 atgagcaaaagcccactttgccattatatttgtaggtgtaaacataacattttttcctca 
2701 acacttcctaccattagcagggatacctcgtcgttactctgattatccagatgcttatac 
2 7 61 cacatgaaatacagtctcctctataggctcattcatctcacttacggccgtccttgtaat 
2821 gatcttcatgatttgagaagccttcgcatcaaaacgagaagtgctctcaatttcctactc 
2 8 81 ttcaactaacctagaatgactgcatggatgccccccaccttaccacacattcgaagaacc 
2941 ttcctatgtaaaagttaaataagaaaggaaggaatcgaccccctacaactggtttcaagc 
3001 caatttcataaccattatgtctttctcaatgagatattagtaaaataattacataacctt 





3 3 61 gacgagattaataacccagttctaacagtaaaaactataggacaccaatgatactgaagc 
3 4 21 tatgaatatactgactatgaagacctatgctttgactcctacataatcccaaccaatgac 
3481 ctaaaaccaggtgaacttcgtctattagaagttgataatcgggtagtcttaccaatagaa 
3 541 cttccaattcgtatactaatctcatccgaagacgtcctgcactcatgagccatcccttca 
3601 ctagggttaaaaaccgacgcaatccccggccgcctaaaccaagctacagtcacatcaaac 
3 661 cgaccaggtctattctatggccaatgctctgaaatttgcggctcaaatcacagcttcata 
3 721 cccattgtactagaaatagtgcctctaaaatatttcgaaaactgatcagcttctataatt 
3 781 taaactcattgcgaagcttagagcgttaaccttttaagttaaagttagagacaacaaatc 
3 841 tccacaatgacatgccacaactagacacatccacatgatttattacaatcatctcctcaa 
3901 tagccacactatttattttatttcaattaaaaatttcttcccaaacctttcctgcacctc 






4 3 21 catagccatccccctatgagcaggagccgtaattctaggtttccgacacaaactaaaaaa 
4 3 81 ttctttagcccacttctcaccgcaaggaacccccatctcactaattcccatactaatcat 
4441 catcgaaactatcagcctatttattcaaccgatagcactagcaagtacgactaacagcaa 
4501 acattacagcaggccatctattaatgcatctaatcggaggagctaccctagtacttatag 
4 5 61 acatcagcccaccaacc gctacaattacatttattattctacttctacttacagtacttg 
4621 aatttgccgtagccttaattcaagcctatgtattcacccttctagtcagcctgtacctac 
46 81 atgataacacataatgacccaccaaacccatgcataccatatagtaaacccaagcccatg 
4 7 41 accactaacaggagccctatcagctcttctactcacatccggcttagtaatatgattcca 
4801 ttacaactccacaattctcctatcattaggcctcctgacaaacatcctaactatatatca 
48 61 atgatgacgagatatcatccgtgaaggaacataccaaggccaccacacccctattgtaca 
4921 aaaaggcctccgatacggaataatcctgtttattgtctccgaagtattcttctttgccgg 
4 9 81 atttttctgagcattttatcattccagcctagttcctacccacgacctaggcggttgctg 






5401 agccgcagcatgatactgacacttc g taga tgtagtttgactattcctatac gt ttctat 
5461 cta Ltga lga ggatcctactcccttagtataaacaatacaactgacttccaatcagttaa 
5 521 ttctgaaaaaactcagaagagagtaattaacctacccattatcatcacaattaacatcac 
5 5 81 cttatcctttatcctcatttcaattgcattctgattgcctcaaataaacttatactcc ga 
5 641 aaaagcaaacccatatgaatgtggcttcgacccaacaagttctgcacgccttcctttttc 
5701 aataaaatttttcttagtagccattacatttctactattcgacctagaaatcgccttact 
5 7 61 acttcccctcccatgagcgattcaaacaaccaataccactacaataatagcaactgcctt 
5 821 tattttagtcactattttgtctcttggcctagcctacgaatgaacacaaaaaggactaga 
5 8 81 atgaacagaataattggtaattagtttaaataaaattaatgatttcgactcattagatta 







63 61 tattaagcttatcactcctatgacaaaatgacgaaaattacctaaatttctcagttatat 















73 21 caacatgatgactattagcaagcttagccaacctagcactaccacccctaattaacctca 
73 81 taggcgagttattcattgttatagcaacattttcctgatcgaacccctctatcatcctta 
7 441 tagcaactaacattgtcatcacaggaatatactcaatatatatgattatcacaacccaac 
7501 gaggaaaactaaccagccacataaacaacctccaaccttcccacacacgagaattaacac 
7 5 61 tcatagctctacacattattcccctcatactattaacaatcaaccctaaactcatcacag 
7621 gcctaacaatat 















































2 7 61 agcacagaactcaaccttcctgaaacggccaactccgtcaccctcagcgacctgcagccc 
2821 ggtgttcagtacaacatcactatctatgctgtggaggagaaccaggagagcacaccc gtt 






3 241 gttctggtaacttggactccacctcgagcccggatagcaggctaccgactgacagtgggc 
3301 ctcacccgaggaggccagcccaagcagtacaatgtgggacccatggcttccaagtatccc 
3 3 61 ctgagaaatctgcagcctgggtctgagtacactgtgaccttgatggctgtgaaaggcaac 
3 4 21 cagcagagtcccaaagccaccggagtctttactaccctgcagcctctgc gctccattcca 
3481 ccttataacaccgaggtgacagagaccacaatcgtgatcacctggacccccgctccaagg 
3 541 attggcttcaagctgggtgtacgaccaagccagggaggtgaagcaccccgagaagtgact 
3601 tcagactcaggaagcatc gttgtgtctggcttgactccaggcgtggaatacac gtacacc 
3 661 atccaagtcctgagggacggccaggagagagatgcaccaattgtcaaccgagtagtgaca 
3 721 ccgctgtctcccccaaccaacttgcacctggaggccaatcctgacactggagtgcttacc 
3 781 gtctcctgggagaggagcaccaccccagatattactggctacagaataaccaccaccccc 
3 841 acaaacgggcagcagggaaccgctttggaagaagtggttcatgccgatcagagttcctgc 
3901 acttttgaaaaccgtaatcctggcctggagtacaatgtcagtgtttacactgtcaaagat 






4 3 21 actatgcgggtcacttgggccccgcctccgtccattgagctaaccaacctcttggtgcgc 
4 3 81 tactcacctgtgaagaacgaggaggatgtggcagagctgtccatttcaccctcagacaac 
4441 gccgtggtcctaacaaatctcctgcctgggactgagtacctagtcagtgtctccagcgtg 
4501 tacgaacagcatgagagcatacctctcagaggaagacagaaaacaggtctggactcccca 
4 5 61 actggttttgattcttctgatgtcacc gccaactcattcacc gtccactgggtggctcct 
4621 cgggcccccatcaccggctacatcatccgccatcacgccgagcattctgccggaagaccc 
4681 aggcaagaccgagtgccgccctcaaggaattctatcaccctcaccaaccttaatccgggc 
4 7 41 acggagtacattgtcaccatcattgctgttaatggcagagaggagagccccccactgatt 
4801 ggccagcaatccacggtttccgatgtcccgagagatctggaggtcatcgcttccaccccc 
48 61 accagcctgctcatcagttgggaaccccccgccgtctctgtgcgctattacagaatcacc 
4 921 tatggagagacaggaggaaatagccctgtccaggaattcactgtgcccggaagcaagtcc 
4 9 81 accgccaccatcaacaacattaaaccaggagcagactacaccatcaccctgtatgctgtc 





5 341 cagcccctggttcagactgcagtgaccaacattgaccgccctaaaggactggcattcact 
5401 gatgtggatgtcgattccatcaaaattgcctgggaaagcccacaggggcaagtttccagg 
5461 tacagggtgacctactcaagccctgaggatggaatccatgagcttttccctgcgcctgat 
5 5 21 ggtgacgaggacacggcagagctgcacggcctcaggccgggttctgagtacacagtcagt 
5 5 81 gtggttgccttgcacggtggcatggagagccagcccctgattggagtccagtccacagcc 
5 641 attcctgcgccaaccaatctgaagttcactcaggtgtcacccaccaccttgactgcccag 
5701 tggacagcgcccagtgttaagctcactggctaccgagtgcgggtgaccccgaaggagaag 
5 7 61 acaggaccaatgaaagaaatcaacctttctccagacagcacctccgtgattgtgtcaggg 
5 821 ctcatggtggccaccaagtatgaagtcagcgtctatgctctcaaggacacattgacaagc 
5 8 81 agaccagctcagggagtcgtcacgactctggagaatgtcagccctccaagaagggcccgt 







63 61 ggtctggagccaggaaccgagtacaccatctatgtcatcgcactgaagaacaatcagaag 
64 21 agtgagcccctgattgggaggaaaaagacagatgagcttccccaactggttacccttcca 















73 81 taccacg:taggagaacagtggcagaaagagtatctcggagccatttgctcctgcacgtgt 
7 441 t tcgggggccag cggggctggcgctgtgacaactgccgcagacctggggc lgctgaac cc 
7501 agtcccgatggtaccact gg:ccacacctacaaccagta tacacagaga rnccat ca gaga 
7 5 61 ac gaacactaatgtaaattgcccaattgaatgcttcatgccgttgg:acgtgcaggctgac 
7 621 agagatgattccagagagtaatctttccatccagcccaagccaacaagtgtctctctacc 
7 6 81 aaggtcaatccacaccccagtgatgttagcagaccctccatttctgagtggtcatttcac 
77 41 ccttaagccttctgctctggagtcaagttctcagcttcagctcaacttacagcttctcca 
7801 agcatcgccccgcgggatgttttgagacttccctcttaaatggtgacagttggtgccctg 















3 61 gctcatttgcaggggggagccaaaagggtcatcatctctgccccctctgctgatgcccc c 











10 81 agagagagaccctcactgctggggagtccctgccacactcagtcccccaccacactgaat 
1141 ctcccctcctcacagttgccatgtagacccttgaagaggggaggggcctagggcgccgca 
1201 ccttgtcatgtacctcaataaagtacctgggcttacc 








3 61 tgaggatcctacatgttaatgggtttaacggagagggcggcgaagaggacccgcaggctg 











1081 aggtcctcgctggg.aaatcg.a.agattgaggactactttccagagt L1,;gctcgctacacca 
1141 ctcctgaggatgcgactcccgagcccggagnggacccacgcgtgncccgggccaagrnct 
1201 tcatccgggatgag tt1ct gagaatcagcactgctagtggagatggacgtcacwct gct 
1261 accctcactttacctgcgccgtggacactgagaacatccgccgtgtcttcaacgactgcc 
1321 gtgacatcatccagcgcatgcatcttcgccaatacgagctgctctaagaagggaacgccc 
13 81 aaatttaattcagccttaagcacaattaattaagagtgaaacgcaatcgtacaagcagtt 
1441 gatcacccaccatagggcatgatcaacaccgcaacctttcccttttctccccagtgattc 
1501 tgaaaaccccctcttcccttcagcttgcttagatgttccaaatttagtaagcttaaggcg 
15 61 gcctacagaagaaaaagaaaaagaaaaaggccacaaaagttccctctcactttcagtaaa 
1621 taaaataaaagcagcaacaaacagaaataaagaaataaatgaaataaatgaaactcaaaa 
16 81 tgaaataaatattgtgttgtgcagcattaaaaaatcaaaataaaaattaaaaatgagc 
Séquence de l'ADNc de l'ostéonectine de rat. La séquence grisée correspond au trappeur. 
1 tctgctgcctgcccaactgcctgcctgcctgtgccgagagttcccagcaccatgagggcc 





















13 21 actcttaacactcacccagactctgtgcttatttcatttgggggggggtgtgggcttcct 
13 81 ggggtcttcccctggtagtttggaggtaggcagagggaagttacagacacagatacaaaa 
1441 cttgggcaaggat:gctgtgaggccagtcagaaccagatggcaagtcttggtagcctaggt 
1501 caacgactgacagaa tna1ccagagctctga1gcacaaaacagac1cœagcagcccggg 
1561 accttgctgtctcctccac1cttcaggcag1ttc1ttccatgntggctgt tggttttaa 
1621 ttttggtgagccaaggggaggcatgggcagaccaatacctcactagggattctcttactc 
1681 aactgctatagggctttcaggctcttgctgggagctctaggcactgggctacagg;:wagt 
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